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Las gammapatías monoclonales son neoplasias hematológicas caracterizadas por 
la acumulación de células plasmáticas (CP) tumorales en la médula ósea (MO), siendo 
el mieloma múltiple (MM) el prototipo de este grupo de enfermedades. En la mayoría 
de los casos, las CP malignas permanecen retenidas en el microambiente medular, sin 
que se conozcan con precisión las moléculas de adhesión implicadas en este 
comportamiento ni, en especial, los factores que regulan la expresión o la funcionalidad 
de tales moléculas. Quizá el ejemplo más claro de este hecho sean el de las integrinas β1 
(CD29), un grupo de moléculas de adhesión expresadas en las CP de MO que han 
demostrado tener un papel relevante en la adhesión de estas células al microambiente 
medular. Aunque están expresadas por la práctica totalidad de las células de MO, no se 
conocen los motivos por los que ejercen esta función adhesiva en las CP y no en el resto 
de poblaciones celulares de MO que también expresan CD29.   
 
Nuestros resultados demuestran que las CP de MO de individuos sanos y las CP 
tumorales de la mayoría de los pacientes con MM (y otras gammapatías monoclonales) 
expresan la forma activa de la integrina CD29, es decir, la forma que muestra una gran 
afinidad por sus ligandos. Por el contrario, el resto de poblaciones leucocitarias de MO 
expresaron esta molécula en su forma inactiva (constitutiva). Además, demostramos que 





y por CD106 (VCAM-1) soluble, todos ellos contenidos en el plasma medular tanto de 
pacientes con MM como de individuos sanos. El papel regulador de estos factores 
adquiere especial relevancia en la minoría de pacientes de MM que no expresan in vivo 
la forma activa de la integrina CD29 en sus CP, pues éstas  fueron refractarias, in vitro,  
a la acción activante de estos factores solubles. Entre este grupo minoritario de 
pacientes se encuentran los pacientes con leucemia de CP (LCP), una variante de la 
enfermedad caracterizada por la salida masiva de CP a sangre periférica (SP). De hecho, 
los resultados también han demostrado una manifiesta correlación entre la ausencia de 
la forma activa de la integrina CD29 en las CP y una salida favorecida de las mismas a 
SP. Estas células circulantes, además, manifiestan una capacidad proliferativa mayor 
que las CP normales y tumorales acantonadas en MO. Estos hallazgos ponen de 
manifiesto la relevancia de esta molécula en el comportamiento biológico de las CP 




















1. LA MÉDULA ÓSEA Y SU MICROAMBIENTE 
 
1.1 Fisiología de la médula ósea. 
 
La médula ósea (MO) es un tejido blando y con consistencia gelatinosa que 
rellena las cavidades óseas. Constituye alrededor del 4% del peso corporal total en 
adultos y su función principal es mantener en la sangre periférica (SP) un nivel 
constante de las distintas poblaciones celulares maduras de naturaleza hematopoyética. 
Existen dos tipos de MO: la MO roja y la MO amarilla. Las células maduras circulantes 
tienen su origen en un componente celular de la MO roja, que se corresponde con un 
conjunto de células madre hematopoyéticas con un alto grado de indiferenciación 
(“stem cells”). La MO amarilla contiene fundamentalmente tejido graso. 
 
La MO se encuentra ampliamente irrigada por arterias que, por una parte, le 
aportan nutrientes y, por otra, le permiten el intercambio de factores de crecimiento con 
la SP (citoquinas, hormonas y distintas sales de calcio, magnesio y manganeso). 
Además, la MO está regulada tanto por factores humorales (eritropoyetina, citoquinas y 
factores de crecimiento) como celulares (migración continua de células a la sangre), así 

































1.2. Componentes de la médula ósea. 
 
La MO roja está compuesta fundamentalmente por:  
a) células del sistema hematopoyético. Está constituido por las células madre 
pluripotenciales que, bajo la influencia de diferentes factores solubles e interacciones 
celulares, se diferencian en los diferentes tipos de células progenitoras, células 
precursoras y células ya maduras y funcionales que, sólo entonces, se exportarán a la 
SP.  Este es el motivo por el que podemos encontrar todos los estadios madurativos de 
las distintas series (eritroide, linfoide y mieloide), desde las formas blásticas 
(eritroblastos, mieloblastos, monoblastos, linfoblastos y megacarioblastos) hasta células 




Figura 2. Diagrama esquemático de los componentes celulares del sistema inmunitario. Adaptada 






























b) el estroma, el tejido que soporta la estructura de la MO. El estroma está constituído 
por las células del estroma y por la matriz extracelular (MEC) que ellas mismas 
sintetizan (4). En la MO se han detectado al menos cuatro tipos diferentes de células 
estromales: células mesenquimales (también denominadas células reticulares), células 
endoteliales, osteoblastos y adipocitos. Estas células producen y secretan al medio tanto 
glicoproteínas de elevado peso molecular que forman una red o matriz como citoquinas 
que sustentan la hematopoyesis. La MEC está constituída por una mezcla de 
proteoglicanos y glicoproteínas como el colágeno, siendo los de tipo I y III los que más 
abundan en el compartimento hematopoyético. Los proteoglicanos son moléculas con 
un núcleo proteico al que se adhieren una o más cadenas laterales de 
glucosaminoglicanos, como el condroitín sulfato, dermatán sulfato, heparán sulfato y 
ácido hialurónico (5). Las glicoproteínas contienen distintos dominios funcionalmente 
activos que interaccionan con proteínas de la superficie de la célula así como con otras 
moléculas de la matriz. Estas glicoproteínas adhesivas incluyen la fibronectina, 
vitronectina, laminina, trombospondina y el factor de von Willebrand, conteniendo 
muchas de ellas algunos dominios en común, como el dominio arginina-glicina-
aspartato o dominio RGD, que media adhesión celular a través de receptores de 
membrana de la familia de las integrinas (6). La fibronectina está presente tanto en una 
forma insoluble en la matriz extracelular y la membrana basal del endotelio como en 
forma soluble en el plasma, y es un importante sustrato tanto para la adhesión celular en 
la linfopoyesis como, por ejemplo, en el proceso de metástasis de las células tumorales. 
 
2. CÉLULAS PLASMÁTICAS 
 
2.1. Origen y generación de las células plasmáticas. 
 
La generación de las células plasmáticas (CP) es dependiente de varios factores 
que incluyen productos microbianos (tal como ADN), citoquinas y moléculas de 
membrana generalmente expresadas en linfocitos T (LT) o en células dendríticas. Estos 
estímulos difieren en relación a su capacidad para activar con mayor o menor eficiencia 
a diferentes poblaciones de células B y también para generar o no CP de vida media 
larga. A su vez, la activación de los linfocitos B (LB) puede darse en territorios muy 
diversos, tales como órganos linfoides periféricos, asociados a mucosas, en la sangre o 
en la cavidad peritoneal. Por ejemplo, la combinación de interleuquinas como IL-2, IL-
___________________________________________________________Introducción 
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10 y fragmentos de ADN bacteriano diferencian a los LB de memoria en CP, asistido 
por la expresión del receptor de tipo toll 9 (TLR-9) (7). Las células B vírgenes, sin 
embargo, necesitan que a estos tres estímulos se añada la estimulación de su receptor 
(receptor de la célula B -BCR- específico para el antígeno) para generar células 
secretoras de anticuerpos (8). 
 
Otra vía de generación de CP es dependiente de la colaboración de las células 
dendríticas plasmocitoides, que tras ser estimuladas a través del TLR-9 secretan grandes 
cantidades de interferones tipo I, induciendo tanto a las células B vírgenes como a las de 
memoria a diferenciarse a CP por la vía del TLR-7, sin necesidad de una estimulación 
previa mediada por el BCR ni de la ayuda de los linfocitos T (9). También los LT tienen 
un papel importante en la producción de CP mediante la secreción de IL-21, actuando 
en sinergia con la interacción de las moléculas CD40-CD154 y con la señalización 
mediada por el BCR (10,11). 
 
Una vez que las células B (vírgenes o de memoria) son activadas por cualquiera 
de estas vías en los órganos linfoides periféricos, migran a zonas extrafoliculares o a los 
folículos linfoides, donde darán lugar a los centros germinales (12). En las zonas 
extrafoliculares se diferencian a plasmoblastos y seguidamente a CP, la mayoría de 
ellas, aunque no todas, con una vida media muy corta.  
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En los centros germinales de los folículos y dependiendo de las señales 
recibidas, pueden dar lugar a células de memoria o a CP de vida media larga. 
 
2.2. Capacidad migratoria de los plasmoblastos y alojamiento final. 
 
La activación de los LB T-independiente en zonas extrafoliculares conduce a la 
producción local de anticuerpos en el bazo y en los nódulos linfoides. Sin embargo, en 
la activación T-dependiente se generan CP tanto en zonas extrafoliculares como en los 
centros germinales, permaneciendo en los nódulos linfoides durante periodos de tiempo 
muy variables. A su vez, se generan plasmoblastos que pueden detectarse en sangre 
periférica (por ejemplo, tras la inmunización) y que se alojarán en diferentes territorios 
dependiendo de la expresión de diferentes moléculas de adhesión y la expresión de 
receptores para quimioquinas que determinarán la respuesta a estos factores solubles 
(14). Es muy revelador que el destino de estos plasmoblastos coincide en la gran 
mayoría de las ocasiones con el lugar en que las células B fueron inicialmente activadas 
(es decir, su alojamiento en tejidos inflamados, mucosos o periféricos). Por ejemplo, 
cuando las células B de las placas de Peyer o de los nódulos linfoides mesentéricos son 
activadas, realizan el cambio de isotipo de la inmunoglobulina (Ig) hasta células IgA+ y, 
a su vez, expresan los receptores de quimioquinas CCR9 y CCR10. Estas células se 
diferencian hasta plasmoblastos y terminan alojándose en el intestino delgado o en la 
lamina propia (15). De la misma manera, la producción de IFN-γ en tejidos inflamados 
induce la expresión de CXCR3 en las células B, de manera que los plasmoblastos 
generados son guiados de nuevo al mismo territorio del que partieron (16). 
 
Sin embargo hay una notable excepción a esta regla: los plasmoblastos IgG+ 
generados en los centros germinales se acumulan y persisten por largos periodos de 
tiempo en MO como CP de larga vida (17). 
 
2.3. Alojamiento de las células plasmáticas en la médula ósea. 
 
El destino final de una fracción de las células que se han diferenciado en el 
centro germinal de un ganglio hasta células que contienen en su citoplasma IgG 
(citoIgG+), pero que aún se mantienen en un estadio madurativo previo al de CP 
madura, no es, como acaba de subrayarse, el propio nódulo linfoide u otro territorio 
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cercano, sino la MO. Los plasmoblastos circulantes expresan en su membrana tanto 
CXCR4 como CXCR5 (18), y responden de forma muy activa a la señal 
quimioatrayente de CXCL12 (SDF-1), una quimioquina sintetizada y secretada por una 
fracción de células mesenquimales de la MO (19).  De esta manera, los plasmoblastos se 
alojan en un nicho especializado de la MO constituido por células de estroma CXCL12+ 
(20). De hecho, se ha demostrado recientemente que aproximadamente el 90% de las 
células CD138+/citoIgG+ de MO de ratón se encuentran en contacto con células de 
estroma CXCL12+ (21). En la transición que transforma el plasmoblasto en CP madura, 
se pierde la capacidad proliferativa y la capacidad de respuesta migratoria a CXCL12, 
aunque se desconocen las señales que regulan esta transición. 
 
El alojamiento de las CP citoIgA+ en MO (que representan por término medio el 
40% de las CP totales en MO) sigue una vía diferente al de las células citoIgG+. De 
hecho, un estudio reciente sugiere fuertemente que, en humanos, la mayoría de las CP 
citoIgA+ de MO expresan en su membrana CCR10 y la integrina β7, sugiriendo una 
importante contribución de las CP de mucosas al pool de CP de vida media larga en la 
MO (22). 
 
En general, las CP alojadas en amígdalas y mucosas son células proliferantes, 
mientras que las alojadas en MO no lo son (23). Esta dependencia o no de síntesis de 
ADN de las CP de diferentes territorios probablemente tenga que ver con la diferente 
velocidad de síntesis de la Ig que exhiben en su membrana, así como con su vida media 
(24). 
 
No se conoce con certeza qué determina que una CP sobreviva durante periodos 
de tiempo muy variables en los diferentes territorios, pero algunos estudios apuntan que 
los niveles de ciertos factores de transcripción como Pax5 y Blimp-1 y la independencia 









3. INTERACCIONES DE LAS CÉLULAS PLASMÁTICAS CON EL ESTROMA 
MEDULAR 
 
3.1. Moléculas de adhesión. 
 
Las CP de MO son consideradas células sésiles debido a su fuerte anclaje a 
diferentes componentes del estroma medular. Las moléculas de adhesión son el nexo 
fundamental que las mantienen ancladas a su nicho medular.  Entre las más conocidas y 
estudiadas se encuentra CD44; constituye el receptor mayoritario para ácido 
hialurónico, así como en menor medida para condroitin sulfato, colágeno y fibronectina 
(a través del dominio de unión a heparina), glucoproteínas todas ellas presentes en la 
MEC de la MO. Además de su relación con distintos tipos de tumores y diversas 
enfermedades inflamatorias, está ampliamente documentado su vínculo con las CP, de 
manera que su sobreexpresión está relacionada con un mal pronóstico de los pacientes 
con mieloma múltiple (MM), jugando por tanto un papel importante en la migración y 
la adhesión de las células tumorales (26). Se han descrito diversas isoformas, siendo 
estás específicas de cada tejido, y cuya diferencia principal radica su distinto nivel de 
glicosilación. Así, la forma CD44s es la única encontrada en eritrocitos (27), siendo la 
CD44v la sobreexpresada en el MM extramedular (28).  
 
Otra molécula de adhesión imprescindible en la adhesión de las CP a la matriz 
medular es CD54 (ICAM-1; Intercellular Adhesion Molecule-1). Se expresa en la 
mayoría de las CP de MO y es el ligando de CD11a (LFA-1), integrina que se encuentra 
mayoritariamente expresada en la membrana de las células endoteliales y responsable 
del paso del endotelio hacia el foco de inflamación. Al igual que CD44, CD54 se 
encuentra altamente glicosilado en su porción extracelular, siendo de gran importancia 
por la gran flexibilidad que aporta en la unión a sus distintos ligandos, ya que, además 
de CD11a puede unirse a fibrinógeno y a CD11b (Mac-1), presentes en la MEC y la 
superficie de los macrófagos, respectivamente (29).  
 
Dentro de las moléculas de adhesión más estudiadas en las CP se encuentran la 






Las integrinas son una superfamilia de glicoproteínas de membrana que median 
tanto la adhesión célula-célula como la adhesión celular a diferentes constituyentes de la 
MEC, y son consideradas en la mayor parte de las estirpes celulares como el mayor y 
más importante grupo de receptores para proteínas extracelulares (30). Además, son 
responsables de proveer el nexo funcional entre el ambiente extracelular y el 
citoesqueleto. Por otro lado, conectan con enzimas que desencadenan diferentes vías de 
señalización, algunas de ellas necesarias para la propia función adhesiva (31). Sus 
ligandos son principalmente proteínas del estroma medular como la fibronectina, 
laminina, colágeno, tenascina, vitronectina, osteopontina, fibrinógeno, heparina y 
plasmina, entre otras, y también otros receptores expresados en las células estromales de 
los diferentes microambientes, tales como cadherinas, selectinas o CD106 (VCAM-1; 
Vascular Cell Adhesion Molecule-1) (32). 
 
En las interacciones célula-célula y atendiendo al tipo de proteína al que se une 
la integrina, la unión puede ser homofílica (si la unión se realiza entre dos proteínas 
idénticas) o heterofílica (si el ligando y el receptor son proteínas distintas). Así mismo, 
dependiendo de los tipos celulares que interaccionan, la unión puede ser homotípica (si 





















Superfamilia de las Ig 





Las integrinas no son sólo elementos de anclaje de la célula a la MEC o a otra 
célula, sino que también proporcionan a la célula señales implicadas en procesos tales 
como proliferación o supervivencia celular (34).  
 
3.2.1. Estructura de las integrinas. 
 
Las integrinas constan de dos subunidades, una alfa y una beta, unidas de forma 
no covalente formando un heterodímero. Se han identificado 18 subunidades alfa (α) y 
8 beta (β) que se combinan hasta formar 24 integrinas completas, ya que no todas las 
combinaciones α/β son posibles. Se agrupan por familias dependiendo de la cadena β 
que posean. Así, la familia de las integrinas β1 tiene como cadena β común la proteína 
β1, también llamada CD29. La subunidad CD29 forma heterodímeros con 12 
subunidades α distintas, siendo esta cadena α la que determina la especificidad de la 














Figura 5. Afinidad a proteínas de la MEC de las integrinas con cadena común β1 (CD29) según su 
asociación con distintas cadenas α. Adaptada de Gu et al (ref. 36).  
 
 
La mayor parte de la proteína se encuentra expuesta en el medio extracelular, 
con una porción transmembrana y un pequeño dominio citoplásmico, que por sí mismo 
es incapaz de transmitir señales intracelulares, pero al que se acopla toda la maquinaria 



















Se han obtenido imágenes de la integrina αVβ3 que definen los dominios de 
cada subunidad, donde se observa que la estructura tanto de la subunidad α como de la 
β es muy similar (37). Cada subunidad cuenta con una porción extracelular formada por 
múltiples dominios donde se localizan los sitios de unión de los ligandos y de 
cofactores, como los cationes divalentes; esta región es donde se produce el mayor 
contacto entre las dos subunidades (38). En la región globular más distal de la cadena 
β es donde se encuentra el lugar de unión al ligando (I-like domain, por la similitud con 
el I-domain de la subunidad α y el dominio MIDAS (metal-ion-dependent adhesive 
site), al cual se unen los cationes divalentes para aumentar la afinidad de la integrina por 
el ligando. A continuación se encuentran distintos dominios que están implicados en el 
movimiento de la integrina para su activación (PSI-domain y EGF-like repeats) y 
algunos dominios adicionales para la unión de cationes divalentes (magnesio y calcio).  
Seguidamente se encuentra la zona transmembrana, que está implicada en la 
dimerización de la integrina (39). Por último, la porción citoplásmica está formada por 
unos 40-70 aa en casi todas las integrinas (excepto en la β4), y es el dominio al que se 


















Figura 6. Representación esquemática de la estructura de la integrina αVβ3. Adaptada de 
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Estudios posteriores han constatado que la estructura tridimensional de la 
integrina CD49d/CD29 (α4β1) es similar a la obtenida en los primeros modelos de 
αVβ3. Además, en integrinas con la cadena común CD29 se han detectado 4 tipos 
distintos de porciones citoplásmicas procedentes de splicings alternativos: β1A, β1B, 
β1C y β1D (40). Cada una ellas parece expresarse en diferentes tejidos (41,42).  
 
3.2.2. Mecanismo de la adhesión mediada por integrinas. 
 
El mecanismo de adhesión se establece mediante la formación de complejos de 
adhesión celulares que incluyen a las propias integrinas y a una gran variedad de 
proteínas citoplásmicas tales como talina, vinculina, paxilina and alfa-actinina (43). 
Estas proteínas actúan regulando kinasas como FAK (Focal adhesion kinase) y 
miembros de la familia de Src, que fosforilan sustratos como CAS y reclutan proteínas 
adaptadoras como Crk (44). Estos complejos de adhesión se unen al citoesqueleto de 
filamentos de actina. Así, las integrinas sirven para conectar dos sistemas separados por 

















Figura 7. Cascada de señalización intracelular originada a partir de contactos célula-matriz 











La mayoría de las integrinas se encuentran en un estado de baja afinidad por sus 
ligandos, por lo que necesitan ser activadas para ejercer su función. Hasta el momento, 
se aceptan dos modelos que explican los diferentes grados de activación que puede 
presentar una integrina (46):  
a)  modelo inside-to-outside (abreviadamente inside-out): la señal de activación 
de la integrina proviene de señales que se han generado en el interior de la célula. Estas 
señales activadoras promueven la unión de la talina a la porción citoplásmica de la 
subunidad β, promoviendo su separación de la cola citoplásmica de la subunidad α y 
propiciando un cambio conformacional en los dominios extracelulares, resultando en un 
aumento en la disponibilidad del lugar de unión al ligando. De esta forma se aumenta la 
afinidad de la integrina por sus ligandos (47).  
b)  modelo outside-to-inside (abreviadamente outside-in): modelo en el que la 
señal que activa la integrina procede del medio extracelular. Este modelo indica que tras 
la unión a los ligandos contenidos en el microambiente, las integrinas multimerizan y 
reclutan moléculas de señalización y complejos del citoesqueleto, que desencadenarán 
cascadas de señalización que culminarán en el control de la adhesión (48). 
 
Por lo tanto, la afinidad de las integrinas por sus ligandos varía y depende 
principalmente del estado conformacional del heterodímero y de la densidad y 
localización de las integrinas en la membrana. Los cambios en la distribución de 
integrinas en la membrana celular parecen estar causados por modificaciones del 
citoesqueleto como consecuencia de las señales intracelulares generadas durante la 
activación celular.  
 
Uno de los mecanismos involucrados en la regulación de la interacción con el 
ligando es dependiente de la presencia de iones metálicos. De hecho, las integrinas 
poseen motivos EF-HAND y MIDAS que pueden modular positiva o negativamente la 
adhesión a los ligandos. Por ejemplo, la presencia en el medio de manganeso aumenta la 
afinidad del receptor por su ligando (49). Por el contrario, otro catión divalente como el 
calcio estabiliza conformaciones de baja afinidad (50). En ambos casos, parece 
establecerse una estructura ternaria estable entre el ligando y el sitio de coordinación de 
la integrina con el metal (utilizando los denominados residuos de coordinación) (51). En 
el caso del manganeso, posiblemente el ion altera la conformación de la integrina para 
así generar un sitio accesible para la unión del ligando. Está ampliamente descrita la 
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relación entre afinidad por el sustrato y actividad de la integrina, de manera que a mayor 
afinidad por el ligando, mayor activación de la integrina (52). 
 
Otro mecanismo de regulación de la capacidad de adhesión de la integrina a sus 
ligandos viene dada por los fenómenos de clustering o agrupamiento de receptores, 
aumentando la avidez por el ligando (53). Este proceso conduce a una adhesión celular 
eficiente en ausencia de receptores con alta afinidad por el ligando. Los ligandos 
multivalentes o la asociación de receptores con el citoesqueleto pueden limitar la 
difusión de las moléculas por la membrana incrementando de esta manera la fuerza 
adhesiva de la interacción. La asociación lateral de integrinas en clusters en la 
membrana plasmática aumenta la avidez de unión al ligando al proporcionar múltiples 
sitios de contacto. Se ha encontrado que la integrina CD49d/CD29 está asociada a rafts 
lipídicos, que son muy resistentes a la acción de los detergentes (DRM: detergent-
resistant domains) (54).  
 
Hay distintas hipótesis sobre el mecanismo que conduce a la activación de las 
integrinas. La teoría más sencilla es la que considera que la integrina tiene una 
conformación inactiva cuando no está unida al ligando, y que mediante un giro 
conformacional propiciado por cationes divalentes dejaría accesible el sitio de unión al 
ligando, transformándose en una conformación activa (55). Otras teorías afirman que 
existen tres conformaciones de la integrina: inactiva o cerrada, activa o abierta y de 
unión a ligando. Según esta teoría, la activación de la integrina se dividiría en dos fases: 
además del cambio conformacional para la activación de la integrina, se produciría otro 
cambios conformacional adicional para permitir la unión del ligando (56). Estudios de 
cristalización de proteínas apoyan esta última teoría, aunque son necesarios más 
estudios para su validación.   
 
3.2.3. Unión de VLA-4 (CD49d) a sus ligandos.  
 
Los dos ligandos principales de la integrina CD49d (también denominada VLA-
4 o cadena α4) son la proteína de la MEC fibronectina y la molécula de adhesión 
CD106, una proteína expresada en la membrana de diferentes poblaciones celulares de 




La unión de CD49d a la fibronectina se establece entre el motivo RGD de la 
cadena CD49d y el dominio CS1 de la fibronectina, en la región HepII de esta proteína 
(59).  Para que se produzca esta unión, se necesita de la activación previa de la integrina 
(60).  
 
CD106 es una glicoproteína transmembrana perteneciente a la superfamilia de 
las inmunoglobulinas. Además, se ha identificado en cultivos de células endoteliales  
una variante de CD106 soluble (61). Aunque la capacidad de unión de esta forma 
soluble a CD49d no está aún bien determinada (62), se ha visto que el dominio de 
CD49d que interacciona con la proteína CD106 transmembrana es diferente al que 
establece la unión con la fibronectina de la MEC (63). Sin duda, este es uno de los 
motivos por los que la activación de CD49d con diferentes estímulos (anticuerpos 
monoclonales -AcMo- activantes anti-CD49d o cationes divalentes) afectan de forma 
distinta la unión a fibronectina o a CD106 (64). 
 
3.2.4. Modificaciones post-traduccionales de las integrinas. 
 
Se ha descrito en numerosas ocasiones que las células expresan variaciones en 
su estado de glicosilación cuando experimentan cambios fenotípicos significativos (65). 
De hecho, estas variaciones son muy comunes en procesos tales como la activación 
linfocitaria o la maduración de los timocitos. Estas transiciones promueven cambios a 
largo plazo en la adhesividad de las células y en su motilidad y, por ello, los cambios en 
glicosilación son funcionalmente importantes (66). 
 
La enzima implicada en la N-glicosilación es la ST6Gal I que cataliza la 
sialilación α2-6 característica de las integrinas β1 (67). Está descrito que la 
glicosilación de las integrinas es necesaria tanto para una adhesión eficiente como para 
la dimerización de la integrina (68). La N-glicosilación influye en la conformación de la 
proteína ya que restringe la fluctuación dinámica en la membrana, de forma que una 
glicosilación alterada puede afectar a la conformación de la integrina. 
 
Estudios llevados a cabo demuestran que la hiposialilación de la cadena CD29 
conduce a un aumento en la capacidad de unión a fibronectina. Por el contrario, un 
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aumento en su sialilación disminuye la adhesividad y un aumento en el potencial 
metastático (69).  
 
Una manipulación directa de la glicosilación de CD29 claramente altera la 
conformación de la integrina y la afinidad por su ligando. Por ejemplo, un aumento en 
la glicosilación β1-6 de CD29 se asocia a una reducción en el clustering de la integrina 
CD49e/CD29 (α5β1) (70). De forma similar, la activación de CD49d/CD29 y la 
consecuente unión a CD106 puede bloquearse completamente si se sobreexpresa de 
forma constitutiva ST6Gal I, ya que esto previene la síntesis de un forma hiposialilada 
de CD29. Cabe suponer que una glicosilación alterada afecta a las interacciones entre 
los oligosacaridos del I-like domain y cambian la accesibilidad del bolsillo de unión al 
ligando. Además, una alteración en la glicosilación causa cambios conformacionales 
significativos en la mayoría de las regiones claves para la unión del ligando, como son 
los residuos críticos para su unión y el dominio MIDAS (71). Por lo tanto, la 
sialilación α2-6 es un mecanismo común para la regulación de las integrinas con CD29 
como cadena común, modulando la accesibilidad del bolsillo de unión del ligando, y 
causa movimientos de las hélices 1 y 7 importantes en la activación de la integrina. 
 
3.2.5. Alteraciones en la expresión de las integrinas y su relación con la capacidad 
metastásica de tumores. 
 
Una de las funciones más importantes de las integrinas es su papel en la 
migración celular.  
 
Diversos trabajos experimentales han demostrado que la alteración en la 
expresión de las integrinas se asocia a procesos tumorales. En particular, la integrina 
αVβ3 ha sido identificada como marcador de progresión tumoral en el melanoma (72). 
Un aumento en su expresión se correlaciona con una conversión en el crecimiento del 
melanoma de radial a vertical o metastásico. También, la expresión de CD29 en 
melanomas primarios parece una condición necesaria para que las células tumorales 




Alteraciones en la glicosilación de las integrinas CD29 son comunes en células 
tumorales y se asocian a un aumento en la invasividad y en la capacidad de metástasis, 
de modo que un perfil de glicosilación alterado en la superficie de las células está 
generalmente aceptado como un huella de transformación maligna (74). De esta forma, 
un perfil de glicosilación aberrante está asociado con ciertos comportamientos anómalos 
en las células tumorales, incluyendo adhesividad alterada a ligandos de la MEC, 
aumento en la motilidad e invasividad y anclaje independiente de crecimiento (75).  
 
4. GAMMAPATÍAS MONOCLONALES 
 
Bajo el termino gammapatía monoclonal se agrupa un conjunto de trastornos 
caracterizados por una proliferación clonal de CP que, en la mayoría de los casos, son 
capaces de secretar una Ig monoclonal (componente M o paraproteína) detectable en 




La definición de los distintos tipos de gammapatías monoclonales procede del 
International Myeloma Working Group (IMWG) (76). Aunque el mieloma múltiple 
(MM) es considerada la neoplasia prototípica en este grupo de enfermedades, la 
gammapatía monoclonal de significado incierto (Monoclonal Gammopathy of 
Undetermined Significance- MGUS) es la más frecuente de todas (77). Según este 
grupo de expertos, los pacientes con MGUS se caracterizan por una cantidad de 
componente M sérico de 10 g/L y menos de un 10% de CP en el aspirado de médula 
ósea según la citología. Por el contrario, la Ig monoclonal en los pacientes con MM 
supera los 30 g/L, el porcentaje de CP es superior al 10% de la celularidad total medular 
y las manifestaciones clínicas son muy frecuentes (anemia, hipercalcemia, lesiones 
osteolíticas, insuficiencia renal).  
 






Tabla I: Clasificación de las discrasias de células plasmáticas. 
 
I. Gammapatía monoclonal de significado incierto (MGUS) 
A. Benigno 
B. Asociada a neoplasmas en ausencia de proteína monoclonal 
C. Gammapatías biclonales y triclonales 
D. Proteinuria idiopática de Bence Jones 
 
II. Gammapatías monoclonales malignas 
A. Mieloma múltiple (MM) 
1. Mieloma Múltiple asintomático 
2. Mieloma Múltiple quiescente 
3. Leucemia de células plasmáticas (LCP) 
4. Mieloma no secretor 
5. Mieloma Múltiple IgD 
6. Síndrome de POEMS 
7. Plasmocitoma solitario 
8. Plasmocitoma extramedular 
B. Desórdenes linfoproliferativos malignos 
1. Macroglobulinemia de Wäldestrom 
2. Linfoma 
3. Leucemia linfocítica crónica 
 







V. Amiloidosis primaria 
 
Tabla I. Tipos de gammapatías monoclonales y otras neoplasias de CP. Adaptada de Kyle et al 
(ref. 78) 
 
Aunque no incluido en la clasificación, el linfoma de efusión primaria (Primary 
Effusion Lymphoma- PEL) comparte numerosas características con las discrasias de CP. 
El PEL es un tipo de linfoma de cavidades caracterizado por el crecimiento en fase 
líquida de las células tumorales, un tipo de crecimiento que conduce a efusiones 
recurrentes en las cavidades abdominal, peritoneal o pericárdica en ausencia de tumor 
sólido (79). La característica que lo diferencia de otros tipos de linfomas de cavidades 
es la infección por el herpesvirus tipo 8 (HHV-8) (80,81). Generalmente presenta 
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coinfección con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de Epstein-Barr 
(82), aunque recientemente se han descrito varios casos de pacientes varones VIH 
negativos que desarrollan este tipo de linfomas (83,84). Las similitudes del PEL con el 
MM comienzan con su perfil antigénico: la población tumoral de los PEL se caracteriza 
por expresar marcadores celulares típicos de células plasmáticas: CD138+, CD38+/++, 
CD45+/-, CD19- e Ig intracitoplásmica con restricción clonal (85). Pese a este perfil 
antigénico, la adscripción de dicha población a la categoría de CP es controvertida, en 
especial debido a sus características morfológicas (células anaplásicas con núcleos 
grandes y citoplasma basófilo) que describe un tipo celular no completamente 
diferenciado. Este es el motivo por el cual estas células linfomatosas son consideradas 
como precursoras de CP o células pre-plasmáticas (86,87). No obstante, algunos 
estudios que comparan el perfil antigénico de las CP tumorales de las gammapatías 
monoclonales con el de las células del PEL, demuestran que son dos tipos celulares con 
más semejanzas que diferencias (88). Aunque el origen de la población tumoral 
residente en la cavidad es desconocido, se ha descrito recientemente que las células 
tumorales de los PEL proceden de los centros germinales o post-germinales de los 
ganglios (89). Otros autores sugieren que el origen de estas células podría estar en los 
centros pre-germinales (90). 
 
Aunque se ha documentado recientemente que las células tumorales del PEL 
muestran una expresión disminuida de genes relacionados con la adhesión celular (91) y 
una sobreexpresión de los genes implicados en invasividad que ayudarían a explicar la 
movilidad de estas células y su alojamiento en cavidades corporales, apenas hay datos 
de la expresión y afinidad de diferentes moléculas de adhesión claves para entender el 
peculiar comportamiento biológico mostrado por este tipo de tumor. Igualmente, apenas 
ha sido explorada la capacidad proliferativa y la susceptibilidad o resistencia a la 
apoptosis en estas células (dos funciones celulares interrelacionadas entre sí y con la 
capacidad adhesiva).  
 
Como ya se ha citado, el PEL se asocia a la infección con HHV-8, otra similitud 
con el MM, pues recientemente se ha descrito la asociación entre el MM y la infección 
por HHV-8 : mediante técnicas de PCR se ha demostrado la infección por este virus en 
células dendríticas de pacientes con MM, e incluso existen estudios relacionando una 
posible asociación entre dicha infección y la progresión de la enfermedad (92). Además, 
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está documentado que el HHV-8 codifica una proteína viral homologa a la IL-6 
humana, corroborándose en estudios in vitro el crecimiento dependiente de esta IL-6 
viral de una línea celular de MM humana (IND-6).  
 
Dadas las evidentes semejanzas exhibidas entre las células malignas del PEL y 
las CP tumorales en pacientes con MM, el linfoma de efusión primaria podría 




No se conocen con certeza las causas asociadas al origen y el desarrollo de las 
gammapatías monoclonales. Sin embargo, el hecho de que su incidencia aumente 
claramente con la edad y que entre el 25% y el 50% de los trasplantados de riñón o de 
MO, respectivamente, desarrollen una gammapatía monoclonal transitoria, apoyan la 
hipótesis de que sean consecuencia de un trastorno en la regulación del sistema inmune 
asociado a la edad.   
 
Aunque es controvertido el origen de la célula precursora del clon maligno en el 
MM, los hallazgos experimentales que sugerían fuertemente que la célula precursora se 
originaba en la propia MO y que mostraba características fenotípicas compatibles con 
células en diferentes estadios de diferenciación (incluyendo precursores inmaduros 
CD19+CD10+ y células B naive) (93) no cuentan hoy con gran predicamento. Por el 
contrario, el hecho de que los genes de la Ig clonal en pacientes con MM muestren 
hipermutación somática y hayan realizado el cambio del gen de la cadena pesada de la 
Ig responsable del cambio de isotipo en esta cadena, conceden un gran peso a la 
hipótesis que considera que una célula B transformada en el centro germinal es el 
probable precursor del clon maligno (94). 
 
Por otro lado, estudios recientes postulan que el MM se origina como 
consecuencia de una acumulación de mutaciones puntuales espaciadas en el tiempo 
(95). Los estudios de citogenética molecular han demostrado que casi todos los MM 
presentan alteraciones genéticas, y que muestran una marcada inestabilidad cariotípica 
(96). El desarrollo de metodologías tales como la hibridación in situ fluorescente 
(FISH), la hibridación genómica comparada y más recientemente la tecnología de 
___________________________________________________________Introducción 
 26
microarrays, han ayudado a desvelar el significado de algunas de estas alteraciones 
(97). Así, el 40% de los MM presentan traslocaciones que afectan al gen de la cadena 
pesada de la Ig (cromosoma 14) y a uno de estos 4 loci: ciclina D1 t(11;14), c-maf  
t(4;14) y MMSET/EGFR3 t(14;16) (98). 
 
Las translocaciones primarias suceden de forma temprana durante la patogénesis 
del tumor, mientras que las traslocaciones secundarias ocurren como consecuencia de la 
acumulación de mutaciones durante la progresión de la enfermedad. Son consideradas 
traslocaciones primarias las que se derivan de la traslocación del gen de la cadena 
pesada de la Ig, siendo traslocaciones secundarias las alteraciones en c-myc, deleción 
del cromosoma 13, activación de ras y mutación en p53 por pérdida del cromosoma 17, 
entre otras (99). 
 
Aunque casi todas las aberraciones genéticas identificadas en el MM se 
encuentran presentes en el MGUS, se requieren cambios neoplásicos adicionales para 
convertir el clon tumoral estable del MGUS en una expansión tumoral progresiva con 
características malignas como el MM. 
 
4.3. Gammapatía monoclonal de significado incierto o MGUS. 
 
La gammapatía monoclonal de significado incierto o MGUS es un proceso 
pretumoral que progresa, en un número limitado de casos, hasta MM. Con diferencia, 
representa la gammapatía monoclonal más frecuente: afecta a cerca del 3% de la 
población mayor de 50 años y su prevalencia se incrementa con la edad (superior al 8% 
a los 80 años), siendo más frecuente entre varones que en mujeres (100). 
 
 Es un proceso caracterizado por un componente monoclonal <3gr/dL, un 
porcentaje de CP en el estudio citológico <10% y ausencia de lesiones osteolíticas, 
anemia o fallo renal. Desde un punto de vista biológico, una característica destacable es 
la coexistencia de CP normales y clonales en la MO de cada paciente. En la práctica 
totalidad de los casos, el perfil antigénico de ambas poblaciones está claramente 
diferenciado (101). El porcentaje de CP totales se encuentra sólo discretamente 
aumentado con respecto a los valores de normalidad e incluso, en algunos casos, no 
difiere significativamente del porcentaje detectado en MO normales. Dada la ausencia 
___________________________________________________________Introducción 
 27
de manifestaciones clínicas relevantes, estos pacientes no requieren de ningún 
tratamiento, si bien están establecidas pautas consensuadas para vigilar su posible 
progresión a MM (102). 
 
Aproximadamente el 50% de los pacientes con MGUS muestran translocaciones 
primarias en el gen de la cadena pesada de la Ig que afectan y desregulan otros genes, 
tales como la ciclina D1, ciclina D3 o c-maf. La patogénesis de este proceso en el 40-
50% de casos restantes sin translocación del gen IgH no es bien conocida. A su vez, la 
deleción del cromosoma 13, un factor pronóstico importante en el MM, afecta al 50% 
de los pacientes con MGUS, siendo ésta una característica que, obviamente, no 
diferencia genéticamente ambos procesos (103). De hecho, todos los estudios realizados 
hasta la fecha confirman la existencia de las mismas translocaciones génicas en las CP 
clonales de los pacientes con MGUS o MM (104), por lo que, hasta el momento, no es 
posible identificar una “huella” genética que permita distinguir ambas patologías 
mediante estudios cariotípicos o de microarrays (105).  
 
Aunque el inicio de un proceso angiogénico parece predecir la transición desde 
MGUS hasta MM (106), los factores que llevan a la progresión MGUS/MM son en gran 
medida desconocidos. En este sentido y dado que solo un 1% de los pacientes con 
MGUS progresan cada año a MM (107), una enfermedad considerada aún como 
incurable en la casi totalidad de los casos, sería de gran interés encontrar un marcador 
que pudiera anticipar con cierta fiabilidad dicha progresión para, eventualmente, tomar 
medidas que la pudieran retrasar o incluso evitar.   
 
4.4. El mieloma múltiple. 
 
El MM es una neoplasia hematológica caracterizada por la acumulación en la 
MO de CP clonales capaces de producir, en la gran mayoría de los casos, una Ig 
monoclonal detectable en el suero y, en algunas ocasiones, en orina. El MM puede 
aparecer de novo o evolucionar desde un MGUS.  
 
En cuanto a datos de epidemiología, el MM representa el 1% de todas las 
neoplasias y aproximadamente el 10% de las hemopatías malignas. La edad media de 
presentación de la enfermedad es de 65 años, siendo muy poco común en menores de 45 
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años. Es más común en varones que en mujeres y en afroamericanos con respecto a 
caucásicos. La media de supervivencia es de 30 meses, oscilando desde pocos meses a 6 













Figura 8. Mecanismos de progresión de la enfermedad en gammapatías monoclonales. Adaptada 




La manifestación clínica inicial más frecuente es el dolor óseo (70% de los 
casos) (109). El 80-90% de los pacientes muestran alteraciones radiológicas 
compatibles con osteoporosis, lesiones osteolíticas o fracturas patológicas. Cerca de un 
tercio de los pacientes presentan una cifra de hemoglobina inferior a 9 g/dL. Las 
infecciones suelen ser frecuentes, en especial las urinarias y pulmonares. La 
insuficiencia renal afecta al 20% de los pacientes, generalmente ocasionada por la 
hipercalcemia o por el depósito de cilindros de cadenas ligeras de Ig en los túbulos 
renales, siendo uno de los factores de riesgo con mayor porcentaje de mortalidad (110). 
Mientras que la hepatomegalia no es infrecuente (25% de los casos), la esplenomegalia 
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Los pacientes con MM presentan un proteinograma electroforético en el que se 
detecta una banda homogénea en el 85% de los casos (excepto en los casos de MM no 
secretor, MM IgD+ y mieloma de cadenas ligeras), y en casi la mitad de los casos se 
detecta proteinuria de cadenas ligeras. La naturaleza monoclonal de la Ig ha de ser 
confirmada mediante inmunofijación, técnica que a su vez identifica la clase de Ig 
producida por el clon tumoral: IgG (45-60% de los casos), IgA (20-30%), cadenas 
ligeras (Bence Jones) (15%), no secretor (3%) e IgD (2%). Los MM secretores de IgM o 
IgE son excepcionalmente poco frecuentes (111).  
 
Aunque la detección en suero de una Ig monoclonal, junto con alguno o varios 
de los síntomas asociados a la enfermedad, sugiere fuertemente el diagnóstico de MM, 
este ha de establecerse en muestras de aspirado medular y/o cilindro óseo obtenidos 
habitualmente de cresta ilíaca o de esternón. El diagnóstico citológico se realiza en 
extensiones del aspirado sobre portas teñidos con hematoxilina-eosina y se establece 
como MM cuando el porcentaje de CP supera el 10% de la celularidad medular, 
habitualmente con la detección de plasmoblastos y/o diferentes tipos de atipias en la 
morfología de estas células (112). En las décadas de los 80-90 del pasado siglo, el 
estudio citológico se vio complementado por el diagnóstico inmunofenotípico mediante 


















constatar la expresión anómala de uno o varios antígenos en dicha población con 
respecto a la población de CP normales de MO. Entre los antígenos que de forma 
habitual diferencian a las CP tumorales de las policlonales, destacan los citados a 
continuación: CD56 (113), CD28 (114), CD19 (115), CD27 (116), CD117 (117) y 
CD45 (118). Además, la CTF es capaz de determinar con gran precisión la clonalidad 
de estas células mediante el estudio de la cadena ligera de la Ig (kappa o lambda) 
contenida en el citoplasma de las CP (119). Incluso en casos de pacientes con MGUS en 
que el estudio citológico es incapaz de determinar la naturaleza maligna de estas células, 
la CTF es capaz de determinar la clonalidad de las células tumorales y el carácter 
policlonal de las CP normales con las que coexisten.  
 
Contrariamente a lo que sucede con otros tumores que se originan o metastatizan 
en MO, en los el porcentaje de células tumorales detectado por técnicas microscópicas o 
citométricas es muy similar, en pacientes con MM el porcentaje de células tumorales 
observado por una u otra técnica suele diferir de forma muy significativa (120). Un 
estudio reciente considera que esta discrepancia es debida, el menos en parte, a la fuerte 
asociación de las CP a las espículas óseas. Estas espículas se perderían durante la 
preparación de la muestra para el estudio por CTF (121). Este hallazgo no descarta otras 
explicaciones en las que, muy probablemente, las capacidades adhesivas de las CP 
puedan jugar un papel relevante. Así, y tomando en cuenta únicamente parámetros 
inmunofenotípicos, se considera que el porcentaje de CP en una MO normal oscila entre 
0.1 y 0.8% de la celularidad total medular (122). En plasmocitosis reactivas este 
porcentaje suele ser superior al 1,5%. En el MM, el porcentaje de CP en MO suele ser 
mayor del 3%. En el caso del MGUS puede detectarse un porcentaje de CP totales 
dentro del rango de la normalidad o solo discretamente aumentado, pero en el que al 
menos el 3% de las CP detectadas son policlonales. El diagnóstico de leucemia de 
células plasmáticas (LCP) se establece cuando el porcentaje de CP circulantes sobrepasa 




Existen dos modelos de clasificación de MM basados en el grado de severidad 
alcanzado por la enfermedad (123).  
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La primera se estableció en el año 1975 por Durie y Salmon (124), que 
catalogaron los distintos estadios del MM en función de parámetros como la 
concentración de la paraproteína, cantidad de hemoglobina y afectación ósea y renal 
(Tabla IIa). A raíz de la aparición de los tratamientos modernos, se ha establecido una 
nueva clasificación (International Staging System o ISS) que toma en cuenta parámetros 
tales como la edad, la deleción del cromosoma 13 y  los niveles de diversas proteínas 
como la β2-microglobulina y la proteína C reactiva, entre otros (Tabla IIb) (125). 
 
Tabla. IIa: Sistema de estadiaje de Durie y Salmon (ref. 124) 
Estadio I 
(masa tumoral baja) 
Si cumple todos los siguientes criterios: 
• Hemoglobina <10g/dL 
• Calcio en suero normal o > 10.5 mg/dL 
• Serie ósea normal (escala 0) o plasmocitoma solitario único 
• Bajo componente M: IgG> 5g/dL; IgA> 3g/dL 
• Cadenas ligeras en orina > 4g/24h 
Estadio II 
(masa tumoral intermedia) 
No cumple los criterios del estadio I ni del estadio III 
Estadio III 
(masa tumoral elevada) 
Si cumple uno o más de los siguientes criterios: 
• Hemoglobina <8.5g/dL 
• Calcio en suero normal o >12mg/dL 
• Lesiones óseas líticas avanzadas (escala 3) 
• Elevado componente M: IgG>7g/dL; IgA>5g/dL 
• Proteinuria de Vence Jones>12g/24h 
Subclasificación (A o B) A: Función renal normal (creatinina en suero<2mg/dL) 
B: Función renal alterada (creatinina en suero>2mg/dL) 
 
Tabla. IIb: Sistema de estadiaje internacional (ISS) (ref. 125) 
Estadio I β2-microglobulina<3.5 
Albumina>>3.5 
Estadio II β2-microglobulina<3.5 y Albumina>>3.5 
o 
β2-microglobulina 3.5-5.5 
Estadio III β2-microglobulina<5.5 
 
Tablas IIa y IIb. Distintos sistemas de estadiaje del MM, según Durie y Samon o el ISS. 
 
Un tercer tipo de clasificación divide al MM en varios subgrupos atendiendo al 
tipo de alteraciones genéticas presentes y su relación con su comportamiento clínico. 
Esta clasificación necesita todavía de una amplia validación. 
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4.4.4. Tipos de mieloma múltiple. 
 
En el MM sintomático, tanto la ocupación y el daño que infligen las CP clonales 
al microambiente medular, incluido el componente óseo, como la secreción de grandes 
cantidades de Ig monoclonal, son las principales causas responsables de la 
patofisiología de esta enfermedad: anemia, lesiones osteolíticas, hipercalcemia o 
insuficiencia renal. Sin embargo, esta enfermedad muestra en ocasiones un 
comportamiento biológico distinto. Así, el MM no secretor, que supone el 3% de los 
MM diagnosticados de novo, se caracteriza por la incapacidad de las CP clonales para 
secretar Ig al medio, con la consiguiente ausencia de este componente tanto en el suero 
como en diferentes órganos (126).  
 
El MM asintomático o quiescente representa el 15-30% de todos los MM y 
cumple los criterios diagnósticos de un MM, pero no presenta síntomas como los 
citados con anterioridad (lesiones osteolíticas, anemia, etc). No precisan tratamiento y 
presentan un riesgo de progresión a MM sintomático del 10% por año (127).  
 
El plasmocitoma se caracteriza por la expansión de una población de CP 
neoplásicas que forman una masa localizada en un área limitada de diferentes tipos de 
tejidos. Atendiendo a la localización, el plasmocitoma se clasifica en dos tipos: 
plasmocitoma óseo solitario, situado principalmente en vértebras lumbares, sacras o 
cervicales, y plasmocitoma extramedular, que crece en tejidos blandos y se localiza en 
la gran mayoría de los casos en cabeza y cuello. En ambos casos, las CP clonales no 
superan el 5% de las células nucleadas totales (según criterios citológicos o 
histológicos). Además, no se detectan lesiones osteolíticas, insuficiencia renal o 
hipercalcemia. Asimismo, en la gran mayoría de los casos, los niveles séricos de la Ig 
monoclonal son bajos o incluso indetectables, aunque en raras ocasiones se han descrito 
en el suero cantidades elevadas del componente M. 
 
Por último, la enfermedad de cadenas pesadas se caracteriza por presentar un 
componente monoclonal constituido exclusivamente por un fragmento de la cadena 
pesada de Ig sin cadena ligera acompañante (128). Suele tener una afectación digestiva, 
causando diarreas y otros problemas intestinales, una manifestación infrecuente en el 
resto de gammapatías monoclonales.  
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4.4.5. Tratamiento.  
 
A pesar de los avances en el conocimiento de la patogenia del MM y de la 
aplicación de fármacos que interfieren en mecanismos moleculares implicados en la 
proliferación y supervivencia de las CP tumorales, el MM sigue considerándose una 
neoplasia incurable. De ahí que todos los esfuerzos destinados a comprender la génesis 
y el desarrollo de esta enfermedad puedan redundar en el descubrimiento y diseño de 
nuevos fármacos que consigan cambiar la historia natural del MM. 
 
Desde la introducción de la quimioterapia tradicional, el tratamiento del MM 
permaneció inalterado durante décadas. Sin embargo, en estos últimos años nuevos 
descubrimientos en los procesos biológicos y moleculares han conducido al desarrollo 
de nuevas terapias, ocasionando un aumento en la vida media de estos pacientes así 
como una mejora en su calidad de vida. Estos nuevos tratamientos combinan agentes 
alquilantes (melfalán y ciclofosfamida), corticoides (prednisona o dexametasona) u 
otros compuestos como la vincristina o la doxorrubicina con fármacos desarrollados a 
partir de los nuevos conocimientos de la biología celular de las CP: la talidomida y sus 
derivados y el bortezomib (129).  
 
Actualmente se siguen desarrollando fármacos basados en la biología molecular 
y celular del MM: inhibidores de chaperonas, de histonas deacetilasas y de receptores de 
membrana, entre otros (130). Como tratamiento intensificador y en aquellos casos en 
que sea posible, se utiliza quimioterapia a dosis elevadas seguida de rescate con 
progenitores hematopoyéticos. Con el trasplante autólogo a partir de precursores 
obtenidos de SP se consiguen tasas de respuesta de hasta un 80% (131), si bien la 
supervivencia libre de progresión o la supervivencia global no parece ser superior a la 
del tratamiento convencional (132).    
 
4.4.6. Detección de células plasmáticas circulantes. 
 
El MM se caracteriza por la retención de las células tumorales en MO, por lo 
que la colonización de otros órganos no es frecuente (133). En este aspecto 
fundamental, el MM difiere de los procesos linfoproliferativos B y de una buena parte 
de los linfomas no Hodgkin B (LNH-B), en los que la presencia masiva, o al menos 
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fácilmente cuantificable, de células tumorales circulantes es la regla y no la excepción. 
Sólo la LCP, una forma poco frecuente y muy agresiva de gammapatía monoclonal 
consecuencia de la progresión de un MM preexistente, se caracteriza por la presencia 
masiva de CP en SP (134). En los últimos años, sin embargo, se ha demostrado que en 
el 60-70% de pacientes con MM (135), y en menor medida en pacientes con MGUS 
(136), puede detectarse por CTF una población circulante de CP clonales. El porcentaje 
de esta población con respecto a los leucocitos totales de SP es muy bajo, lo que 
justifica que haya pasado desapercibida durante años en técnicas tales como la 
cuantificación de poblaciones por microscopía. 
 
4.4.7. Fisiopatología del mieloma múltiple. 
 
Como se ha descrito anteriormente, el microambiente medular juega un papel de 
enorme relevancia en el mantenimiento y diferenciación de los diferentes linajes 
celulares de la estirpe hematopoyetica. En muchos tipos de neoplasias, incluyendo los 
tumores sólidos, las interacciones entre las células malignas y el microambiente en el 
que habitan adquieren una gran trascendencia en la biología de estos procesos (137). En 
este sentido y dado el evidente osteotropismo que las CP manifiestan en el MM, esta 
enfermedad se considera como un modelo prototípico de estas interacciones. En este 
contexto, es evidente que el microambiente medular se comporta como un elemento 
protector para las células tumorales de estos pacientes. Los elementos del entorno que 
influyen en la fisiopatología del MM son tanto las células del estroma medular como las 
proteínas de la MEC y los factores solubles liberados por aquellas. Sus efectos sobre la 
proliferación, apoptosis y resistencia a fármacos se resumen a continuación. 
 
4.4.7.1. Interacciones de las células de MM con células del microambiente. 
 
Las células del estroma (células mesenquimales cuya morfología es equivalente 
a la de los fibroblastos) son una población accesoria fundamental para las células 
mielomatosas. Es concebible, y así lo demuestran numerosos datos experimentales, que 
las células de MM utilicen similares moléculas para adherirse o respondan a los mismos 
factores solubles de las células estromales que los descritos para otros tipos celulares y, 
en especial, para sus contrapartidas celulares normales. Sin embargo, las diferencias en 
el efecto son manifiestas: las células hematopoyéticas normales responden progresando 
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en su proceso de diferenciación, mientras que las células estromales, por el contrario, 
mantienen, o incluso aumentan, el potencial maligno de las CP tumorales (138). Un 
ejemplo evidente son los factores secretados por este tipo celular: la IL-6 producida por 
el estroma conduce a una mayor secreción de Ig por parte de las CP normales de MO, y 
por lo tanto está relacionado con un proceso de diferenciación celular (139). Por el 
contrario, la IL-6 promueve la proliferación y la resistencia a drogas en el caso de las 
células de MM (140). 
 
La MO, además de ser el soporte físico donde se asientan las CP, se considera 
también una fuente de factores solubles imprescindible para la supervivencia y 
proliferación de las CP tanto normales como tumorales. Así como la MO proporciona 
apoyo a la hematopoyesis normal, en el MM las células del estroma medular también 
proporcionan soporte a las células tumorales tanto en términos de proliferación como de 
supervivencia o de resistencia a drogas. Mientras los progenitores hematopoyéticos 
normales residentes en la MO utilizan su adhesión a las células del estroma y las 
citoquinas producidas por ellas para diferenciarse en células maduras, las células de 
MM monopolizan los mismos estímulos, no con el propósito de promover la 
diferenciación celular, sino para aumentar o al menos mantener su proliferación y para 
inducir resistencia a las señales inductoras de apoptosis. Así, la adhesión de las CP a las 
células del estroma utilizando moléculas de adhesión tales como CD49d o CD54 
(ICAM-1),  aumentan la proliferación y viabilidad de las células de MM, pues es la 
propia adhesión celular la que pone en marcha rutas de señalización intracelular en 
células de MM y el aumento en la secreción tanto paracrina (por parte de las células del 
estroma) como autocrina (por parte de las células de MM) de citoquinas y factores de 
crecimiento en el microambiente medular (141). Está documentado que la 
sobreexpresión de CD54 y otras citoquinas está relacionada con mal pronóstico de 
numerosas enfermedades (142), demostrando que una desregulación en la síntesis de 
algunas moléculas de adhesión en una célula tumoral está relacionada con una más 







4.4.7.2. Contribución de las redes de citoquinas, otros factores solubles y sus receptores 
en el mantenimiento de la célula mielomatosa. 
 
IL-6 es una citoquina esencial que promueve la diferenciación de los LB 
activados hasta el estadio de CP. Esta acción es complementada por otras citoquinas 
como la IL-2 o la IL-10 (143). Además, la IL-6 estimula la activación de las vías de 
señalización de PI3K/Akt, MAPK y Jak/Stat3, siendo el factor de supervivencia y 
crecimiento más importante para las células de MM (144). La IL-6 tiene un efecto tanto 
paracrino como autocrino sobre las células de MM, ya que estas células son capaces de 
producir y responder a este factor tanto in vivo como in vitro. En realidad, la mayor 
cantidad de IL-6 detectada en el microambiente medular en pacientes de MM es debido 
a la mayor producción de la misma por las células del estroma medular, ya que la 
secreción por parte de estas células aumenta tras el contacto con las células tumorales 
(145). Por lo tanto, el contacto directo entre las células del estroma y las células 
mielomatosas es indispensable para el aumento en la secreción de IL-6. Tal contacto, 
como se ha descrito, se establece mediante la unión de la integrina 
CD49d/CD29 expresada en las CP tumorales a la proteína CD106 expresada en las 
células fibroblastoides y las células endoteliales. Dicha unión aumenta la secreción de 
IL-6 por parte de las células del estroma, induciendo proliferación y bloqueando la 
apoptosis en las CP tumorales. 
 
Asimismo, existen algunos estudios que asocian la detección de elevadas 
cantidades de IL-6 en suero con un alto índice proliferativo de las células tumorales y 
una rápida progresión de la enfermedad (146). En estadios muy avanzados de la 
enfermedad, las CP tumorales se vuelven independientes de la mayoría de los factores 
externos para proliferar, necesitando exclusivamente la señalización por IL-6 para la 
proliferación y el crecimiento. 
 
Al mismo tiempo, IL-6 protege de la muerte por apoptosis en el tratamiento con 
dexametasona y drogas clásicas, aumentando la síntesis de moléculas antiapoptóticas 
como Bcl-xL y c-Myc (147). No obstante, los últimos estudios indican que las nuevas 
terapias parecen superar este tipo de resistencias. Además, es un potente estimulador de 




Otro de los factores más importante en la supervivencia de la CP es el IGF-1 
(Insulin-like Growth Factor) (148). Es un factor endocrino implicado en el control 
metabólico, pero también ejerce una función anti-apoptotica en la MO. Además de ser 
un factor de supervivencia, estimula la proliferación tanto de las células de MM 
dependientes como independientes de IL-6. 
 
El VEGF (Vascular Epidermal Growth Factor) es un regulador de la 
angiogénesis que estimula la permeabilidad vascular, además de ser un mitógeno 
especifico de las células endoteliales. La secreción de VEGF por parte de las células de 
MM se encuentra regulada por IGF-1. Además, la expresión de IGF-1R en las células 
de MM esta regulada positivamente por el contacto con el endotelio medular. El VEGF 
puede actuar como factor autocrino en la migración y proliferación de las células de 
MM. 
 
Otros factores importantes que juegan un papel en la patogénesis del MM son el 
TNF-α (Tumor +ecrosis Factor), implicado en la destrucción ósea característica en el 
MM; CXCL12 o SDF-1α (Stromal Derived Factor), quimioquina esencial que guía las 
CP hacia su nicho específico; y la IL-1β, que estimula la producción de IL-6 en las 
células tumorales (149). 
 
Estudios realizados examinando diferencias entre el microambiente de la MO en 
pacientes con MM e individuos sanos muestran alteraciones en la composición de la 
MEC. Así, en pacientes con MM hay menos deposición de fibronectina y colágeno I, 
con una organización más simple de las proteínas de la matriz, indicando el papel 
potencial de la MO en el control de la proliferación local y diferenciación de las células 
tumorales (150).  
 
Las células estromales son el constituyente celular de la MO responsable de la 
producción de los elementos que constituyen la matriz y la producción de las citoquinas 
que promueven y sustentan la hematopoyesis. Este heterogéneo grupo de células 



















Figura 10. Posible circuito de citoquinas del microambiente medular en el MM. Las citoquinas 
secretadas tanto por las CP como por las células del estroma estimulan la secreción de citoquinas 
por ambas partes (adaptada de ref. 149) 
 
 
En pacientes con MM la población de células adherentes de la MO produce 
activamente IL-6 in vitro, y mantiene el crecimiento de células B clonales provenientes 
de la SP. Está ampliamente descrito que las CP expresan grandes cantidades de CD49d 
en su superficie, sugiriendo que CD49d es la integrina principal en la adhesión de las 
CP al motivo RGD de la fibronectina (151). Estudios con AcMo bloqueantes muestran 
que al inhibir esta unión hay un impedimento en la interacción CP-estroma medular, y 
un descenso en la secreción de IL-6 por parte de las células del estroma. In vitro, la 
señalización anti-apoptótica estimulada por adhesión precede a la secreción de 
citoquinas, pero los efectos de adhesión en último término actúan en concordancia con 
la señalización generada por las citoquinas.  
 
4.4.7.3. Proliferación de las células plasmáticas malignas. 
 
Al igual que el resto de células maduras de la MO, las CP son células poco 
proliferantes debido a su parada en la fase G1 del ciclo celular (152). 
 
En el MM, la proliferación de las CP está mediada por diversas citoquinas 




destaca, una vez más, la IL-6 (144). Por otro lado, en la mayoría de los casos la 
capacidad proliferativa de las CP de MO es baja, como cabía esperar en un proceso 
tumoral crónico. Algunos estudios, además, relacionan los índices de proliferación y 
apoptosis con el estadio en el que se encuentra la enfermedad, indicando el valor de 
dichos índices como factores pronósticos (153).  
 
Se han descrito diferentes metodologías para determinar los índices de 
proliferación de las CP, entre los cuales destacan los métodos basados en la CTF y 
métodos más tradicionales, tanto inmunohistoquímicos como citológicos. En concreto, 
la precisión de los métodos citométricos ha permitido establecer una clara correlación 
entre un mayor índice proliferativo de las CP y las traslocaciones en el gen de la ciclina 
D1 (154) o con el nivel de metilación del gen p16 (155). 
 
4.4.7.4. Apoptosis y supervivencia de las células plasmáticas malignas. 
 
Como se ha reseñado, el MM es un tumor en el que las células malignas no se 
caracterizan por proliferar en exceso, sino por eludir las vías que conducen a la 
apoptosis y que sí están operativas en sus contrapartidas celulares normales. 
 
La supervivencia de las CP del MM está regulada en parte por factores 
sintetizados en el microambiente medular. Por un lado, la unión de la célula 
mielomatosa a fibronectina protege a las células malignas del proceso apoptótico (156). 
De forma paralela o quizá sinérgica con el efecto antiapoptótico mediado por la unión 
de la fibronectina a la integrina CD49d/CD29 de la membrana de las CP, diversos 
factores solubles sintetizados por las células del microambiente medular también 
ejercen un efecto anti-apoptótico. Entre ellos, IL-6 o IGF-I, que suprimen la expresión 
de la proteína proapoptótica Bim (157). De la misma forma, se ha demostrado que las 
células del estroma confieren resistencia a la apoptosis de las células de MM induciendo 
la expresión en estas células de la proteína anti-apoptótica c-FLIP (158). 
 
La apoptosis celular puede ser ejecutada desde dos vías de señalización 
diferentes que convergen en la activación de las caspasas citoplásmicas: la vía intrínseca 
o mitocondrial, que afecta inicialmente a proteínas de la familia del Bcl-2; y la vía 
extrínseca, mediada por receptores de membrana (159).  
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La apoptosis inducida por la vía intrínseca está regulada fundamentalmente por 
miembros de la familia de Bcl-2, siendo esta familia de proteínas pro- y anti-apoptóticas 
reguladoras del potencial de membrana y también de la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial. Entre los miembros de esta familia de proteínas, la proteína anti-
apoptótica Bcl-2 ejerce su función bloqueando la salida del citocromo c, impidiendo de 
este modo el inicio de las vías de señalización intracelulares que culminan con la 
activación de las caspasas efectoras. En el MM, la proteína Bcl-2 se encuentra regulada 
por IL-6, IFN-α e IGF-1 (160), poniendo de manifiesto la estrecha relación entre la 
supervivencia celular y la propia fisiopatología de la enfermedad. Al mismo tiempo, las 
vías de señalización mediadas por la unión de las integrinas a la MEC inducen la 
transcripción de Bcl-2. Al mismo tiempo, Bcl-2 está relacionada con las cascadas de 
señalización que parten de las uniones de las integrinas con la MEC, induciendose la 
transcripción de Bcl-2 en respuesta a las uniones extracelulares, y dominado así el 
fenómeno de anoikis, proceso de muerte celular al que es conducido una célula tras la 
pérdida de sus interacciones con la MEC (161).  
 
La expresión aumentada de moléculas antiapoptóticas de la familia del Bcl-2 
también se correlaciona con la mayor supervivencia de las células mielomatosas (162), 
previniendo la apoptosis y aumentando las posibilidades de adquirir defectos genéticos 
adicionales a lo largo del tiempo. Además, las radiaciones ionizantes y muchos 
quimioterápicos ejercen su actividad anti-apoptótica por esta vía. De hecho, la 
sobreexpresión de Bcl-2 en las células de MM está asociada a resistencia a distintos 
fármacos tales como la dexametasona y el paclitaxol (163) 
 
En lo que se refiere a la vía extrínseca, el agente inductor de apoptosis mejor 
definido es el TRAIL (Tumor +ecrosis Factor-Related Apoptosis-Indicing Ligand), 
también llamado Apo2L, que es un miembro de la familia del TNF (Tumor +ecrosis 
Factor) similar al ligando de Fas. La sensibilidad al efecto pro-apoptótico de TRAIL 
depende de que las células de MM expresen en su membrana suficiente cantidad de los 
receptores que unen TRAIL (receptores DR4 y DR5), y/o de una suficiente cantidad de 
la caspasa 8 citosólica (164). Esta es probablemente la causa de que la susceptibilidad in 
vitro a TRAIL sea muy variable en distintos pacientes. El bortezomib, un inhibidor del 
proteosoma que se utiliza con resultados prometedores en un porcentaje de pacientes 
con MM resistentes a otros fármacos, parece que ejerce su acción, al menos en parte, 
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restaurando la inducción de la apoptosis al aumentar los niveles de expresión de los 
receptores DR4 y DR5 en las células malignas, eliminando el efecto protector del 
estroma medular (165). Dado el efecto que TRAIL puede tener en la apoptosis de las 
células de MM, es interesante recalcar que algunos estudios han demostrado que TRAIL 
puede ser inducido por IFN-α, mediando la apoptosis por la vía de Stat1 (166).  
 
En algunos tipos celulares, otra vía de apoptosis importante es la mediada por el 
receptor de membrana Fas (CD95). Al igual que DR4 o DR5, Fas es un miembro de la 
familia del TNF, que induce apoptosis por la vía extrínseca y que está implicada en la 
recuperación de la homeostasis del sistema inmune (167). De una manera similar a 
TRAIL, el ligando de Fas, denominado Fas-L (o CD95L), dispara el proceso apoptótico 
tras unirse a su receptor. Sin embargo, la contribución de la vía Fas/FasL en el caso de 
las células de MM es muy controvertida. De hecho, aunque la mayoría de líneas 
celulares de MM expresan niveles significativos de Fas, hecho que se correlacionaba 
con un aumento en la tasa de apoptosis espontánea en cultivo de estas células (168), en 
la mayoría de ellas no se conseguía inducir apoptosis añadiendo al medio anticuerpos 
inductores como el clon CH11 (169). Esta resistencia a la inducción de apoptosis parece 
relacionarse con la existencia de mutaciones en Fas que conducen a la pérdida de 
función del receptor o, en ocasiones, a una expresión reducida del mismo en la 
superficie celular (170). En cualquier caso, apenas hay datos en la literatura con 
respecto a la expresión de Fas en células CP malignas primarias, tanto de MM como de 




























Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que, in vivo, las CP de 
MO de individuos sanos y de la mayoría de los pacientes con gammapatías 
monoclonales expresan la forma activa de la integrina CD29, contrariamente a lo que 
sucede con otras poblaciones celulares de MO, que expresan CD29 en su estado 
inactivo. Por otro lado, en diferentes modelos celulares se han descrito varios factores 
solubles que regulan el paso de la forma inactiva hasta la forma activa de la integrina.  
 
Atendiendo a estos antecedentes, nuestra hipótesis es que la expresión de la 
forma activa de CD29 en las CP normales y tumorales de MO es dependiente de 
factores contenidos en el plasma medular, y que bien cambios en los niveles de dichos 
factores o cambios en la estructura de la proteína justificarían la pérdida parcial o total 
de la expresión de la forma activa en una minoría de pacientes con gammapatías 
monoclonales o con otros procesos, permitiendo así la presencia de CP en territorios 






















Con el fin de confirmar esta hipótesis, se trazaron los siguientes objetivos:    
 
1. Determinar los niveles de expresión in vivo de la forma constitutiva y activada de 
la integrina CD29 en CP de MO y SP, tanto de individuos sanos como de pacientes 
con distintos tipos de gammapatías monoclonales: MGUS, MM o LCP. 
 
2. Estudio de la expresión de otras moléculas de adhesión: CD44, cadena α4 
acompañante de CD29 (CD49d), cadena β7 (integrina β7). 
 
3. Identificación de los factores reguladores contenidos en el plasma medular que 
regulan la expresión de la forma activa de CD29 en las CP normales y tumorales de 
MO.  
 
4. Determinar la correlación entre la refractariedad al efecto activante de estos 
factores y la progresión de la enfermedad.  
 
5. Estudio de la posible conexión entre los niveles de expresión de la forma activa de 
la integrina CD29 y la salida de las CP malignas desde la MO a la SP, así como con 
su capacidad proliferativa.  
 
6. Analizar la contribución de la función adhesiva de las CP en la expansión 
policlonal de estas células en las plasmocitosis reactivas.  
 
7. Caracterización y estudio de las células malignas que componen los PEL como un 
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1. Pacientes y tipos de muestras. 
 
Para el estudio de las poblaciones de CP, tanto normales como tumorales, se 
analizaron muestras de MO y/o de SP de pacientes con diferentes tipos de gammapatías 
monoclonales: MGUS, MM tanto al diagnóstico como tras tratamiento con 
quimioterapia y/o trasplante alogénico y/o autólogo, y LCP. También se utilizaron 
muestras de MO de individuos sanos (donantes para trasplante alogénico) o de pacientes 
con discretas citopenias que no mostraron alteraciones significativas ni en el estudio 
citológico, ni en el histológico, ni en el inmunofenotípico. Por último, se analizaron 
muestras de MO de pacientes con plasmocitosis reactivas, habitualmente pacientes con 
patologías autoinmunes o infectados con VIH, caracterizados por una discreta o 
moderada expansión de CP policlonales en MO.  
 
Las muestras de MO fueron obtenidas con fines diagnósticos mediante punción 
de la cresta ilíaca o el esternón, y fueron recogidos en tubos estériles de 5 ml con 
heparina de litio como agente anticoagulante. Las células del aspirado se disgregaron 
mediante aspiraciones y expulsiones sucesivas con jeringa de 1 ml y aguja de diámetro 
inferior a 0,5 µm. Las muestras de SP se extrajeron en tubos de idénticas características 
a las referidas para los aspirados de MO. Todas las muestras fueron procesadas entre 2 y 
18 horas después de su extracción. 
 
En el caso de los pacientes con PEL, se analizaron muestras de líquido ascítico o 
pleural. 
 
Se estudiaron las muestras de MO y SP de 20 controles sanos, 89 pacientes con 
MGUS, 93 pacientes con MM, 4 pacientes con LCP y 15 pacientes con plasmocitosis 
reactivas. En el caso de pacientes con PEL, se estudiaron 2 pacientes, en un caso una 
muestra de líquido ascítico y en otro caso una muestra de líquido pleural. El diagnóstico 
de cada una de estas patologías se estableció con el estudio inmunofenotípico de cada 
muestra, y los resultados se contrastaron con los hallazgos citológicos del Servicio de 
Hematología del Hospital Ramón y Cajal. 
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2. Anticuerpos monoclonales y policlonales. 
 
Los AcMo utilizados en el estudio de las CP en la mayoría de los pacientes 
fueron los siguientes: anti-CD27, anti-CD28, anti-CD29 (clones MAR4, HUTS21 y 
9EG7), anti-CD38, anti-CD44, anti-CD45, anti-CD49d (clon 9F10), anti-CD95 y anti-
β7 fueron obtenidos de BD Biosciences (San José, CA). El AcMo anti-Bcl-2 y los 
anticuerpos policlonales anti-Kappa y anti-Lambda se obtuvieron de Dakopatts A/S 
(Glostrup, Denmark).  
 
Tabla III. Descripción de los AcMo utilizados en la detección de CD29, CD49d y β7. 




MAR4 PE BD Biosciences,  
Reconoce la forma 
constitutiva de la 
integrina CD29 
P5D2 PE Abcam 
Reconoce la forma 





Reconoce la forma 
constitutiva de la 
integrina CD29 
JB1A PE Millipore 
Reconoce la forma 
constitutiva de la 
integrina CD29 
4B4 




Reconoce la forma 
constitutiva de la 
integrina CD29 
Ac. bloqueante 
HUTS21 PE BD Biosciences 
Reconoce un epítopo 
expuesto tras la 
activación de CD29 
CD29 
(integrina β1) 
9EG7 No conjugado BD Biosciences 
Reconoce un epítopo 
expuesto tras la 
activación de CD29 
9F10 PE BD Biosciences  Reconoce CD49d 
CD49d 
(VLA-4) HP2/1 No conjugado 
Beckman 
Coulter 
Ac. bloqueante de la 
unión de CD49d a sus 
ligandos. 
Integrina β7 FIB504 PE BD Biosciences Reconoce la integrina β7 
 
Los AcMo anti-CD3, anti-CD19, anti-CD56, anti-CD29 (clones 4B4 y K20) y 
anti-CD49d (clon HP2/1) y anti-CD138 se obtuvieron de Beckman-Coulter (Hialeah, 
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FL). Los AcMo anti-CD29, clones P5D2 y JB1A, fueron obtenidos de Abcam 
(Cambridge, MA) y Millipore (Billerica, MA), respectivamente. Cada uno de estos 
AcMo estuvieron conjugados con los siguientes fluorocromos: FITC (isotiocianato de 
fluoresceína), PE (ficoeritrina), PerCP (complejo de proteína clorofila-peridinina), PE-
Cy5 (ficoeritrina-cianina 5) y APC (aloficocianina).  
 
Los AcMo utilizados en los ensayos in vitro de adhesión (clones HP2/1 y 4B4) 
fueron AcMo puros (no conjugados). Para la detección de la proteína CD29 por 
western-blot se utilizó un anticuerpo policlonal biotinilado (R&D Systems; MN). 
 
3. Citometría de flujo: marcaje de antígenos y protocolo 
experimental para el estudio del perfil antigénico y la expresión de 
moléculas de adhesión en las CP. 
 
3.1. Marcaje de antígenos de membrana  
 
Para la detección de los antígenos de membrana expresados por las CP, se 
dispensaron 30-50 µL de MO o SP en tubos de 5 mL y a continuación se añadieron 
cantidades óptimas de los diferentes AcMo conjugados con los fluorocromos antes 
referidos. Las células se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA), y a 
continuación se añadieron 3 mL de una solución de lisis comercial (FACS lysing, BD 
Biosciences) para eliminar los eritrocitos presentes tanto en la MO como en la SP total. 
Tras la incubación de las muestras con esta solución (10 minutos a TA) las células se 
centrifugaron dos veces a 1400 revoluciones por minuto (rpm) con 3 mL de suero salino 
durante 7 minutos. Finalmente, las células se resuspendieron en 300 µL de suero salino 
para su posterior análisis por CTF.  
 
La detección de antígenos de superficie en células previamente separadas con 
gradientes de densidad y/o partículas inmunomagnéticas, se realizó utilizando el mismo 
protocolo previamente descrito, aunque sin la necesidad de añadir una solución de lisis 
y con una incubación de los AcMo que se realizó durante 30 minutos a 4ºC y en 
oscuridad. Tras dos lavados con PBS/BSA 1%, las células fueron resuspendidas en 300 
µL de PBS y de inmediato analizadas en el CTF. 
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3.2. Detección de antígenos citoplásmicos. 
 
Para la detección de antígenos citoplásmicos, se utilizó el kit comercial Fix & 
Perm (Caltag), constituido por una solución fijadora y una solución permeabilizadora 
que permiten el acceso de los AcMo al interior celular. Inicialmente se añadieron los 
AcMo para detectar los antígenos de superficie. Sin lavar la muestra, se añadieron 
100µL de la solución A (fijadora) durante 20 minutos a TA. Pasado ese tiempo, se 
centrífugo 7 minutos a 1400 rpm con 3mL de suero salino y se añadieron 100µL de la 
solución B (permeabilizadora) y 10µL de un AcMo capaz de detectar un antígeno 
expresado en el citoplasma de la célula. Tras incubar durante 20 minutos en oscuridad, 
las células se lavaron con suero salino dos veces se resuspendieron en 300µL de suero 
salino previo al análisis por CTF. 
 
3.3. Protocolo experimental 
 
La adquisición de las células se efectuó en los citómetros de flujo FACScan, 
FACSCalibur o FACSCanto (Becton Dickinson) equipados con los softwares 
informáticos  CellQuest o FACSDiva y capacitados para el análisis exhaustivo de las 
distintas poblaciones celulares. Las CP se identificaron como células con características 
intermedias de granularidad o SSC y una elevada expresión del antígeno CD38. En 
aquellos casos en que coexistieron CP normales y tumorales (enfermos con MGUS o 
enfermos con MM tratados con quimioterapia), su detección se realizó atendiendo a la 
expresión diferencial de diferentes antígenos de membrana: la población policlonal 
expresó en la práctica totalidad de los casos el siguiente perfil antigénico: 
CD38++CD138+CD19+CD56-. Por el contrario, las CP tumorales expresaron el perfil 
CD38++CD138+CD19-CD56+ en la mayoría de las ocasiones. En aquellos casos en 
que el antígeno CD56 no fue expresado por las CP tumorales, la ausencia o baja 
intensidad del antígeno CD27 y/o la expresión del antígeno CD28 fueron dos de las 
características que diferenciaron con precisión a esta población de la población no 
tumoral. Además, y en la práctica totalidad de los casos, una mayor granularidad y una 
menor intensidad del antígeno CD38 en las CP tumorales con respecto a las CP 
normales sirvieron para discriminar correctamente ambas poblaciones.  
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4. Análisis de la forma activa de la integrina CD29. 
  
4.1 Regulación de la forma activa de la integrina por el plasma medular: obtención del 
plasma y utilización de quelantes. 
 
Para evaluar la regulación fisiológica de la forma activa de la integrina CD29 en 
CP de muestras de MO se eliminó el plasma medular con el fin de suprimir el posible 
efecto de los factores solubles contenidos en dicho plasma. 
 
Con este fin, la muestra de MO total se centrifugó durante 5 minutos a 1400 rpm 
con el objeto de separar la fracción celular del plasma. Una vez el plasma fue retirado y 
guardado a 4ºC, la fracción celular de la MO fue resuspendida en PBS frío y 
centrifugada a 1400 rpm durante 7 minutos (se realizan de 3 a 5 de estos lavados). A 
continuación, 40µL de las células fueron dispensadas en pocillos de placas de 96 
pocillos de fondo plano y resuspendidas en: i) PBS, ii) el propio plasma autólogo, iii) en 
plasma alogénico, iv) en estos mismos plasmas incubados previamente durante 1 hora 
con los quelantes de cationes divalentes EDTA, EGTA (5 mM). La cantidad de plasma 
reañadida a las células guardó una proporción idéntica o muy similar a la relación 
existente en condiciones fisiológicas (40 µL de células lavadas + 40 µL de plasma). 
Tras 1 hora de incubación a TA, las células se recogieron de los pocillos y se pasaron a 
tubos de 5 mL, y fueron marcadas con los AcMo CD38-FITC, CD29-PE (clon 
HUTS21) y CD45-PerCP durante 20 minutos, a 4ºC y en oscuridad y, tras dos lavados 
con PBS, la expresión de la forma activa de la integrina fue determinada por CTF. 
 
4.2 Análisis de la activación de CD29 por cationes divalentes. 
 
Para los ensayos de reactivación de la forma activa de la integrina CD29 con 
cationes divalentes añadidos exógenamente, las CP de muestras de MO o SP fueron 
lavadas 5 veces con PBS con el fin de eliminar todo vestigio de plasma medular. A 
continuación, 40 µL de la fracción celular fueron dispensados en pocillos de placas de 
96 de fondo plano y resuspendidas en 40 µL de tampón HEPES conteniendo uno de los 










 utilizados en un amplio 
rango de concentraciones (desde 0.005 mM hasta 5 mM). La incubación de las células 
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se realizó durante 1 hora a TA. Como control positivo se utilizaron células incubadas 
con un plasma alogénico perteneciente a una muestra de MO de un individuo sano, y 
control negativo se emplearon células incubadas en tampón HEPES sin cationes. Pasado 
el tiempo de incubación y sin lavados previos, las células procedentes de los pocillos 
fueron marcadas con los AcMo CD38-FITC, CD29-PE (clon HUTS21) y CD45-PerCP. 
Tras dos lavados con PBS, la expresión de la forma activa de la integrina CD29 en la 
membrana de las CP fue determinada por CTF. 
 
4.3. Ensayos de activación de la integrina CD29 por sus ligandos CD106 y fibronectina 
y por la quimioquina SDF-1α.  
 
Se realizaron experimentos para estudiar el papel jugado por los ligandos de la 
integrina CD29 (CD106 y fibronectina -FN-) y por otros factores solubles contenidos en 
el plasma medular en la regulación de la forma activa de la integrina CD29 en las CP. 
Una vez que se eliminó todo vestigio de plasma medular como se ha explicado en 
apartados anteriores del Material y Métodos, las células fueron incubadas con un amplio 
rango de concentraciones de CD106 soluble recombinante -rsCD106- (0.1 a 5 µg/mL) 
(R&D Systems, Minneapolis, MN), de FN (0.2 a 10 µg/mL) (Sigma) o de SDF-1α (0.01 
a 1 µg/mL).  
 
4.4. Neutralización de factores solubles contenidos en el plasma medular. 
 
El plasma medular se incubó en placa de 96 pocillos de fondo plano (50 µL de 
plasma por pocillo) en presencia de concentraciones crecientes de anticuerpos 
policlonales o monoclonales anti-CD106, anti-FN o anti-SDF-1α (todos obtenidos de 
R&D Systems) o con cantidades equivalentes de un anticuerpo sin ningún tipo de 
especificidad (control isotípico). La incubación se realizó durante 18 horas a 4ºC en un 
agitador (Platform Shaker STR6K; Stuart Scientific) a 40 rpm. Transcurrido este 
tiempo, se añadió muestra del aspirado de MO hasta alcanzar un volumen final de 100 
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5. Purificación de células plasmáticas. 
 
La purificación de las células plasmáticas de las muestras biológicas detalladas 
anteriormente se realizó en dos pasos. El primer paso consistió en la separación de la 
fracción de células monucleares, donde se sitúan las CP, del resto de poblaciones 
mediante un gradiente de densidad para, a continuación, realizar una selección positiva 
de las CP mediante partículas inmunomagnéticas (Becton Dickinson). 
 
5.1 Aislamiento de células mononucleares 
 
Las células mononucleares se aislaron mediante un gradiente de densidad 
(Lymphoprep, Axis-Shield). En primer lugar, la muestra se diluyó en suero salino (a ½ 
en el caso de la SP y a 1/3 en el caso de la MO) y se depositó suavemente sobre la 
solución del gradiente de densidad. Tras una centrifugación a 1800 rpm durante 30 
minutos a TA, las células mononucleares se recogieron en la interfase del gradiente. El 
recuento del número absoluto de células obtenidas con este método se determinó en una 
cámara de Neubauer. La viabilidad se calculó mediante una tinción con azul de tripán, 
siendo superior al 90-95% en todos los casos.  
 
5.2 Separación de células plasmáticas mediante partículas inmunomagnéticas. 
 
Para la separación de las CP del resto de células mononucleares, se utilizaron 
partículas inmunomagnéticas unidas a un AcMo específico frente al fluorocromo 
ficoeritrina (Anti- R-Phycoerythrin Magnetic Particles – DM; BD Biosciences).  
 
Las células mononucleares se incubaron en agitación a 4ºC y durante 30 minutos 
con el AcMo anti-CD138-PE, a razón de 10-20µL de AcMo por cada 1x106 de CP. 
Pasado este tiempo, se realizaron 2 lavados a 1400 rpm con el tampón del kit (BD 
IMag™  Buffer, Becton Dikinson) durante 7 minutos. Tras el último lavado se añadió un 
volumen de partículas magnéticas a razón de 5µL por cada 1x106 de CP, y se incubó a 
4ºC en agitación durante 30 minutos. A continuación, se enrasó el volumen del tubo a 
1mL y el tubo contenedor de las células se posicionó en un imán (Cell Separation 
Magnet, Becton Dikinson) durante 15 minutos. Pasado este tiempo y sin que el tubo 
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fuera separado en ningún momento del imán, se eliminó el sobrenadante sin tocar la 
pared del tubo más próxima al imán, constituyendo tal volumen la fracción negativa de 
la selección. Posteriormente, se separó el tubo del imán y se añadió 1mL de tampón con 
el objeto de arrastrar la totalidad de las partículas inmunomagnéticas hasta el fondo del 
tubo. El pellet, constituido por las partículas unidas a las células, se resuspendió 
enérgicamente y el tubo se volvió a posicionar en el imán, repitiéndose el último paso 
con el fin de descartar la segunda fracción negativa. Por último, se añadió 1mL de 
medio completo para arrastrar las partículas unidas a las células presentes en la pared 
del tubo (fracción positiva). La fracción positiva se centrífugó a 1400 rpm durante 5 
minutos y se volvió a resuspender en 1mL de medio completo. A continuación se 
procedió al recuento de células tanto de la fracción positiva como de la fracción 
negativa.  
 
La pureza de las CP en la fracción positiva fue superior al 90% en todos los 
casos (superior al  95% si la muestra de MO contenía más de un 10% de CP). 
 
6. Ensayos de adhesión. 
 
La adhesión de CP a FN se realizó mediante el procedimiento descrito por 
Goodwin y Pauli (171).  
 
En primer lugar, placas de 96 pocillos de fondo plano se incubaron  a 4ºC 
durante toda la noche con 2µg / pocillo de FN. Posteriormente, los pocillos fueron 
bloqueados a TA durante 2 horas con 2% BSA en PBS con el fin de reducir la unión no 
específica. Las CP purificadas de muestras de MO o SP fueron previamente biotiniladas 
a TA durante 20 minutos con NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL, USA) en un 
tampón HEPES/NaCl conteniendo 1mM de Mg
2+
 y 1mM de Ca
2+
. Tras dos lavados, las 
CP fueron resuspendidas en tampón HEPES conteniendo 1 mM de Mn
2+
, y añadidas 
(10
5
 células / 100 µL)  a los pocillos para que sedimentaran durante 10 minutos a 4ºC. 
Pasado este tiempo, la placa se llevó a un incubador de CO2 durante 45 minutos a 37ºC. 
Posteriormente, se añadieron muy lentamente 200µl de un medio de flotación de Percoll 
(densidad 1.10 g/mL) a cada pocillo y poco después 50µl de fijador (glutaraldehido al 
1.4% de concentración final). Las células no unidas se eliminaron tras tres lavados con 
___________________________________________________Material y Métodos 
 54
PBS. En aquellos casos en que se realizaron ensayos de bloqueo de adhesión, las CP 
biotiniladas fueron tratadas previamente con los AcMo  anti- CD49d (clon HP2/1), anti-
CD29 (clon 4B4) o con un AcMo irrelevante IgG de ratón. En la última etapa de este 
procedimiento, se añadieron secuencialmente primero estreptavidina conjugada con 
peroxidasa (Pierce) y OPD (o-phenylenediamine-dihydrochloride). La adhesión celular 
se determinó espectrofotométricamente utilizando un lector de ELISA equipado con un 
filtro de 492nm. 
 
7. Inmunodetección de la molécula CD29 mediante Western-blot. 
 
Se utilizaron los kits de electroforesis y Western Blot de Hoefer y BioRad.   
 
En primer lugar, las CP purificadas, o células mononucleares de SP o MO, se 
centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos. Tras descartar el sobrenadante, los pellets 
celulares se congelaron en seco a -70ºC, en alícuotas de 1x10
6
 células por vial.  
 
Llegado el momento de su utilización, se añadieron a los pellets congelados  
25µL de Laemmli 2x y se hirvieron a 100ºC durante 5 minutos. A continuación, las 
muestras se cargaron en geles de 0.75 mm de poliacrilamida (7% gel separador, 4% gel 
concentrador). Se utilizó un tampón de electroforesis compuesto por Tris base, glicina y 
SDS, y las muestras se corrieron a 130V durante 130 minutos (voltaje constante). La 
transferencia se realizó en un tampón de transferencia compuesto por Tris base, glicina, 
SDS y metanol, durante 60 minutos a 110V (voltaje constante). Tras un lavado con 
solución de bloqueo -TTBS- (Tris-base con 0.05% Tween 20, 20mM pH 8), las 
membranas se bloquearon con 2% leche disuelta en TTBS durante 30 minutos, 
incubadas en agitación y a TA. Tras dos lavados de 10 minutos con TTBS, la detección 
de la integrina CD29 se realizó con un anticuerpo policlonal de cabra conjugado con 
biotina, utilizado a una dilución 1/400 en 0.2% leche disuelta en TTBS, incubando 
durante toda la noche a TA y en agitación. Pasado este tiempo, se lavó la membrana dos 
veces con TTBS y se incubó con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina, 
utilizado a una dilución 1/1000 con 0.2% leche disuelta en TTBS, durante 1 hora y a TA 
en agitación. Posteriormente, las membranas se lavaron con agua destilada. La fosfatasa 
alcalina conjugada con el anticuerpo secundario se reveló en medio ácido con el kit 
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BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) y NBT ('itro-Blue Tetrazolium 
Chloride), en proporción 200µL de BCIP,  200µL de NBT,  2mL de Tris-HCl pH 9.7 y 
17.8 mL de H2O (volumen final: 20mL). El sustrato se incubó con la membrana en 
agitación durante un tiempo variable, hasta consumir la reacción. 
 
Como control de carga se determinaron los niveles de la proteína gliceraldehido-
3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH). Esta proteína se detectó utilizando como 
anticuerpo primario el AcMo de ratón anti-GAPDH, clon 6C5 (Millipore) y un Ac 
secundario anti-ratón conjugado con fosfatasa alcalina. 
 
8. Determinación del índice de proliferación de las células 
plasmáticas. 
 
El índice proliferativo de las CP tanto de MO como circulantes, y tanto de 
pacientes con gammapatías monoclonales, con plasmocitosis reactivas o de individuos 
sanos, se determinó como células capaces de incorporar bromodeoxiuridina (BrdU) 
utilizando un kit comercial (BrdU Flow kit, BD) según las instrucciones del fabricante 
aunque con ligeras modificaciones.  
 
Se dispensaron 125 µL de muestra (MO o SP) en pocillos de placas de 96 
pocillos de fondo plano, a los que se añadió 125 µL de MC y 15µL de la solución de 
trabajo de BrdU a cada pocillo (concentración final de BrdU: 55 µM), excepto al 
control. Las células se incubaron durante 18 horas a 37ºC. Pasado este tiempo, las 
células se pasaron a tubos de 5 mL y se incubaron durante 30 minutos a TA con 
diferentes combinaciones de AcMo capaces de identificar las CP de las demás 
poblaciones celulares de MO o SP, además de su naturaleza normal o tumoral: CD56-
PE / CD45-PerCP / CD38-APC (o CD138-APC). Tras varios lavados con las soluciones 
fijadoras y permeabilizadoras indicadas en el kit, las células se incubaron con un AcMo 
anti-BrdU-FITC y con una concentración óptima de DNAsa, que permite la 
desnaturalización del DNA para la incorporación del anticuerpo (30 µg de DNAsa por 
tubo). Tras dos posteriores lavados con los tampones facilitados por el kit, el porcentaje 
de células BrdU+ en la población de CP (y de otras poblaciones medulares o 
circulantes) se determinó por CTF. 
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9. Análisis estadístico.  
 
 El análisis de los resultados se realizó utilizando el programa estadístico 
GraphPad Prism para Windows (Microsoft, San Diego, CA).  
 
 Salvo que se indique de forma específica, los datos se representaron como media 
± error estándar de la media (EEM), considerándose como significativos los valores de 
p inferiores a 0.05. 
 
 Los tests estadísticos utilizados para comparar entre sí los distintos grupos de 
estudio fueron elegidos según los siguientes criterios: 
- datos pareados (dependientes) ajustables a una distribución normal: test de la t 
de Student pareada. 
- datos no pareados (independientes) no ajustables a una distribución normal y dos 
grupos de estudio: test de la U de Mann-Whitney. 
- datos no pareados no ajustables a una distribución normal y más de dos grupos 
de estudio: test de Kruskal-Wallis. 
 
Los datos de los ensayos dosis-respuesta se ajustaron a dos tipos de curvas 
(hipérbolas y sigmoides), siendo en todos los casos el valor del coeficiente de 
correlación (R
2
) mayor de 0.90. La comparación de dos curvas se realizó mediante el 























1. CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS PLASMÁTICAS DE MÉDULA ÓSEA. 
 
La detección de las CP de MO por CTF se realizó atendiendo tanto a su perfil 
antigénico como a su granularidad (SSC) y tamaño (FSC). Tal como se ha descrito en la 
literatura (76), en la mayoría de los casos las CP se caracterizaron por ser células con 
una elevada expresión del antígeno CD38 en su membrana (células CD38++) y por 
poseer una granularidad intermedia (figura 11a). Además, en la práctica totalidad de los 
casos analizados la población celular CD38++ también expresó la molécula CD138 con 
intensidad intermedia/alta (figura 11b), un antígeno que al ser en gran medida específico 
de las CP, facilitó su detección con respecto al resto de poblaciones medulares, así como 










Figura 11. Caracterización por CTF de las CP de MO. Las CP (eventos de color azul, ventana 
P1) se distinguieron del resto de poblaciones celulares de MO (serie linfoide y eritroide -eventos 
de color verde- y serie mieloide -eventos de color rojo-) atendiendo a (a) su granularidad 
intermedia y su alta expresión del antígeno CD38 y (b) a la expresión específica del antígeno 
CD138. La ventana para el estudio de la expresión de diferentes antígenos en la membrana de las 
CP, en especial las moléculas de adhesión, se realizó sobre las células que cumplían estas 
características. Las imágenes muestran un caso representativo de un paciente con MM con un 26% 
de CP malignas con respecto a la celularidad medular total. 
 
La detección de CP normales y tumorales en los pacientes con MGUS (y en 
ocasiones también en pacientes con MM tras tratamiento) se realizó atendiendo a la 
distinta granularidad de ambas poblaciones y a la expresión diferencial de distintos 
antígenos tales como CD38, CD19, CD56 o CD28. En la mayoría de los casos, estas 















intensidad de CD38 ligeramente inferior de las CP tumorales con respecto al mostrado 
por las CP normales (figura 12a); ii) pérdida de expresión del antígeno CD19 en la 
práctica totalidad de las CP clonales, siendo las CP normales positivas en su gran 
mayoría para este antígeno (figura 12b); iii) en general (en el 75% de los MM en nuestra 
serie; datos no mostrados) las CP tumorales presentaron una elevada expresión del 
antígeno CD56 en comparación con la falta de expresión, o la expresión muy débil, de 
este antígeno en las CP normales (figura 12c); iv) la expresión del antígeno CD28 
resultó útil para diferenciar CP tumorales y normales en un pequeño porcentaje de 
pacientes, expresando este antígeno con intensidad baja/intermedia un 25% de las CP 
tumorales de los pacientes con gammapatías monoclonales (figura 12d), mientras que 

















Figura 12. Detección de CP normales y tumorales por CTF. Las CP se detectaron atendiendo a 
la elevada expresión del antígeno CD38 (células CD38++) y a su granularidad intermedia, de 
forma idéntica a lo descrito en la figura 11. Las imágenes de los 6 histogramas biparamétricos 
mostrados en esta figura se encuentran referidas a la ventana de CP P1, también previamente 
representada en la figura 11. (a) En este ejemplo representativo, fueron las diferencias de 
granularidad y de expresión del antígeno CD38 las elegidas para distinguir a las CP malignas 
(eventos de color rojo, P2) de las CP normales (eventos de color verde, P3). Se muestra la 
expresión diferencial en una y otra población de los antígenos CD19 (b), CD56 (c) y CD28 (d), así 
como la expresión clonal y policlonal de la cadena ligera de la Ig en las CP tumorales y normales, 


















































La naturaleza tumoral de la población de CP CD28+ (o CD56+) se confirmó al 
comprobar la expresión clonal de la cadena ligera de la inmunoglobulina citoplásmica. 
Por el contrario, las CP normales CD28- (o CD56-) expresaron en su citoplasma una 




2. Análisis de la expresión de la forma constitutiva y activada de la 
integrina CD29 en células plasmáticas de médula ósea. Relación 
con la expresión de otras moléculas de adhesión: CD44, CD49d e 
integrina β7.  
 
Como es bien sabido, la proteína CD29, la cadena común de todas las integrinas 
β1, se expresa en la práctica totalidad de las células de estirpe hematopoyética, 
incluyendo a las CP, independientemente de la naturaleza sésil o recirculante de las 
poblaciones (172).  
 
En un trabajo previo, nuestro grupo ha descrito que las CP de MO, tanto las 
normales en individuos sanos como las tumorales de la mayoría de los pacientes con 
gammapatías monoclonales, expresan no sólo la forma constitutiva de la integrina 
CD29, es decir, aquella forma de CD29 que expresan las células independientemente de 
la afinidad que esta molécula de adhesión muestre en el reconocimiento de sus ligandos, 
sino también, y lo que es más importante desde un punto de vista fisiopatológico, su 
forma de alta afinidad por los ligandos. Esta forma se denomina forma activa (o 
activada).  
 
En este trabajo se ha estudiado, por un lado, la expresión de la forma activa de la 
integrina CD29 en un número mayor de pacientes con MM y se ha ampliado el estudio 
a pacientes con MGUS o con plasmocitosis reactivas, y por otro, se han investigado los 
factores que regulan la expresión del estado activo de la integrina CD29.  
 
Para la detección de la forma constitutiva de la integrina CD29 se utilizó el 
AcMo anti-CD29, clon MAR4, que detecta la molécula independientemente del estado 
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de activación en el que se encuentre (forma total de CD29). La forma de alta afinidad de 
esta integrina se detectó con el AcMo anti-CD29 HUTS21, clon que reconoce un 
epítopo expuesto cuando la integrina muestra un estado activado.  
 
En la tabla IV se muestra que las CP de MO de individuos sanos y de pacientes 
con MM expresaron la forma constitutiva de CD29 en la práctica totalidad de la 
población (99.2% ± 1.9 en individuos sanos versus 97.7% ± 0.6 en pacientes con MM). 
En cuanto a la intensidad media de fluorescencia (IMF) de la integrina CD29 
constitutiva (valor que determina la cantidad media del antígeno en una población 
determinada y que se expresa en unidades arbitrarias -u.a.-), se detectaron diferencias 
significativas entre las CP tumorales de MM con respecto a las CP normales de 
individuos sanos. 
 
Tabla IV: Porcentaje de expresión e IMF de la forma 
constitutiva de la integrina CD29. 
 % CP MAR4+ IMF MAR4 (u.a.) 
CP normales 99.2 ± 0.5 19736 ± 1769 
CP tumorales  97.7 ± 0.6 
NS 
8682 ± 1446 
p<0.05 
 
Tabla IV. Porcentaje de expresión e IMF de la forma constitutiva de la integrina CD29 en CP de 
MO de individuos sanos y de pacientes con MM. La forma constitutiva de esta integrina se 
determinó por CTF utilizando el AcMo anti-CD29-PE (clon MAR4). Individuos sanos: n=17; 
pacientes con MM: n=60. NS: no significativo. 
 
Estos resultados se corroboraron con otros dos AcMo anti-CD29 capaces de 
reconocer epítopos que revelan el estado constitutivo de la integrina CD29, epítopos 
diferentes al detectado con el clon MAR4: los clones anti-CD29 P5D2 y K20 (Tabla 
V). Al igual que en el caso del epítopo MAR4, las IMF de los epítopos P5D2 y K20 








 Tabla V: Porcentaje de expresión de los epítopos P5D2 y K20 
de la integrina CD29. 
 % CP P5D2+  % CP K20+  
CP normales  99.4 ± 0.2 97.4 ± 1.5 
CP tumorales  98.8 ± 0.3 
NS 
99.7 ± 2.8 
NS 
 
Tabla V. Porcentaje de CP que expresan la forma constitutiva de la integrina CD29 en muestras de 
MO de individuos sanos y en pacientes con MM. Este porcentaje se determinó por CTF utilizando 
los AcMo anti-CD29-PE, clones P5D2 y K20. Individuos sanos: n=13; pacientes con MM: n=20. 
NS: no significativo. 
 
En contraposición a lo descrito con la forma constitutiva, el porcentaje de CP  
que expresaban la forma activa de la integrina CD29, determinada con el AcMo anti-
CD29 clon HUTS21, sí mostró diferencias significativas al comparar CP normales y 
tumorales. Así, observamos que el 66.5% de la población de CP de MO de individuos 
sanos expresaban la forma activa de la integrina CD29 (Tabla VI). Por el contrario, 
aunque con una gran variabilidad, el porcentaje se redujo significativamente en las CP 
clonales de pacientes con MM (34.4% ± 14.7). Así mismo, la IMF de la forma activa de 
la integrina CD29 presentó diferencias significativas entre pacientes de MM con 
respecto a controles sanos. 
 
Tabla VI: Porcentaje de expresión e IMF de la forma activa 
de CD29. 
 % CP HUTS21+ IMF HUTS21 (u.a.) 
CP normales 66.5 ± 5.5 2442 ± 218 
CP tumorales  34.4 ± 14.7 
p<0.001 
1217 ± 194 
p<0.05 
 
Tabla VI. Porcentaje de expresión e IMF de la forma activa de la integrina CD29 en CP de 
muestras de MO de individuos sanos y en pacientes con MM. Este porcentaje se determinó 
mediante el AcMo anti-CD29-PE clon HUTS21. Individuos sanos: n=17; pacientes con MM: 
n=36. 
 
A la vista de las notables diferencias exhibidas por las CP tumorales de pacientes 
con MM con respecto a las CP de individuos sanos en lo que respecta al porcentaje de 
células HUTS21+ y a la IMF de la integrina CD29 en su forma constitutiva, analizamos 
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paralelamente la expresión de ambas formas en cada uno de los pacientes. En cuanto a 
la forma activa de CD29 y como anticipaba la notable variabilidad de sus valores, 
observamos que podían distinguirse dos grupos de pacientes: aquellos en los que el 
porcentaje de células positivas para este epítopo era similar al de los pacientes sanos 
(66.5% ± 7.8) y pacientes que mostraban un porcentaje disminuido (16.3% ± 2.2) 
(figura 13a). Atendiendo a estos datos de la forma activa de la integrina CD29, 
dividimos a los pacientes con MM en MM HUTS21
+
 (cuando el porcentaje de CP que 
expresaban este epítopo era  superior al 30%) y en MM HUTS21
-
 (cuando el porcentaje 
de CP que expresaban este epítopo era inferior al 30%). Cabe destacar que la IMF de los 










Figura 13. División de los pacientes con MM atendiendo a la alta o baja expresión de la 
forma activa de la integrina CD29 y su correlación con la expresión de la forma constitutiva.  
(a) Porcentaje de expresión de la forma activa de la integrina CD29 (epítopo HUTS21), (b) de la 
integrina CD29 constitutiva (epítopo MAR4) y (c) IMF de la forma constitutiva en los dos grupos 
de pacientes con MM establecidos según las diferencias de expresión de la forma activa de la 





: n=21) (**p<0.01; ***p<0.001). 
 





según los niveles de expresión de la forma activa de la integrina CD29, permitió 
establecer a su vez diferencias en la IMF de la forma constitutiva de CD29 en ambos 
grupos. Tal y como se muestra en la figura 13, mientras que el porcentaje de CP que 
expresaban la forma constitutiva de la integrina no difirió significativamente en uno y 





respectivamente; p<0.001) (figura 13b), la IMF de la forma constitutiva sí que mostró 
diferencias manifiestamente significativas (18700 ± 4500 u.a. en pacientes HUTS21
+
 
a) b) c) 
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versus 6300 ± 1750 u.a. en pacientes HUTS21
-
; p<0.01) (figura 13c). Estos resultados 
fueron corroborados cuando se utilizaron otros 4 AcMo capaces de reconocer otros 
epítopos de la forma constitutiva de CD29 (clones K20, P5D2, 4B4 y JB1A), revelando 
todos ellos un descenso de la IMF equivalente al mostrado con el clon MAR4 (datos no 
mostrados). 
 
 Contrariamente a lo descrito con CD29, la molécula de adhesión CD44, no 
perteneciente a la familia de las integrinas β1 pero descrita también como una molécula 
implicada en el anclaje de las CP al microambiente medular (26), no mostró diferencias 
en su expresión en los pacientes HUTS21
+
 con respecto a los HUTS21
-
 (89.2% ± 5.1 
versus 84.7% ± 7.5, respectivamente; IMF 40757 ± 8509 u.a. versus 37437 ± 7199 u.a., 












Figura 14. Expresión de la forma constitutiva de CD29 y de la molécula de adhesión CD44 en 
los pacientes con MM HUTS21+ y HUTS21-. Se muestran ejemplos representativos de la 
detección por CTF de la expresión de la forma constitutiva de CD29 y de la molécula de adhesión 
CD44 en las CP malignas de dos pacientes, pertenecientes al grupo de MM HUTS21+ y al grupo 
de MM HUTS21
-, respectivamente en cada caso. En el interior de cada histograma se refieren los 
porcentajes de positividad para cada molécula en cada caso, así como su IMF. 
 
En resumen, estos resultados establecen una estrecha correlación entre un 
porcentaje manifiestamente disminuido de la forma activa de la integrina CD29 y una 
menor IMF de su forma constitutiva, o lo que es lo mismo, que las CP tumorales de 
pacientes con MM HUTS21
-
 no sólo expresan en menor cantidad la forma total de la 
integrina CD29, sino que además presenta menor activación. 
 



































A continuación quisimos determinar si la expresión disminuida de la integrina 
constitutiva en el grupo de pacientes HUTS21
-
 llevaba aparejada una menor expresión 
de la cadena α acompañante CD49d (VLA-4) (el resto de cadenas α estudiadas no se 
expresaron en cantidades significativas en las CP de MO; datos no mostrados). Tal y 
como se muestra en la figura 15, el porcentaje de expresión de CD49d fue similar en 
ambos grupos de pacientes con MM (99.9% ± 0.02 en el grupo de pacientes HUTS21
+
, 
98.6% ± 0.5 en el grupo de pacientes HUTS21
-
). Por el contrario sí se detectaron, con 
niveles de expresión muy variables, diferencias significativas en lo que respecta a la 
IMF de la cadena CD49d en ambos grupos de pacientes (23000 ± 2010 u.a. y 11350 ± 
















Figura 15. Expresión de la cadena CD49d en las CP de pacientes con MM HUTS21+ y 
HUTS21-. Porcentaje de expresión (a) e IMF (b) de CD49d en los pacientes con alta y baja 
expresión de la forma activa de CD29. Las CP se detectaron por CTF como células CD38++ / SSC 
intermedio. La expresión de CD49d se determinó utilizando el AcMo anti-CD49d-PE, clon 9F10. 
Pacientes HUTS21
+
: n=20; pacientes HUTS21
-
: n=15 (***p<0.001). 
 
 Como es bien sabido, la cadena CD49d no solo puede asociarse a CD29, sino 
también a la cadena β7, una proteína especialmente abundante en células situadas en 
tejidos linfoides asociados a mucosas (22). Por este motivo estudiamos la expresión de 
la cadena β7 en CP de MO (normales y tumorales), así como su posible correlación con 
los niveles de expresión de CD29 y CD49d. El porcentaje de expresión de la cadena β7 
en los pacientes con MM estudiados (sin dividirlos en grupos atendiendo a la expresión 
de la forma activa o constitutiva de la integrina CD29) fue de 70.4% ± 5.7 (n=49). 




, el porcentaje de 




sí se detectó una diferencia significativa en la IMF de la cadena β7 en estos dos grupos 
de pacientes: las CP de los pacientes HUTS21
-
 (que expresaban una cantidad 
disminuida de la forma constitutiva de CD29) expresaron una cantidad variable de la 
cadena β7 en su membrana, que, por término medio, duplicaba o triplicaba la cantidad 
expresada por las CP de los pacientes HUTS21
+
 (2450 ± 610 u.a. versus 5760 ± 1200 




, respectivamente; p<0.05) (figura 16b). Un 
ejemplo representativo de la expresión de la cadena β7 en el grupo de pacientes con 
MM HUTS21
+
 y en el grupo de pacientes HUTS21
-


















Figura 16. Expresión de la cadena β7 en las CP de MO de pacientes con MM HUTS21+ y 
HUTS21-.  (a) Porcentaje de expresión y (b) IMF de la cadena β7 en los pacientes con alta y baja 
expresión de la forma activa de CD29. Las CP se detectaron por CTF como células CD38++ /SSC 
intermedio. La expresión de la cadena β7 se determinó utilizando el AcMo anti-β7-PE, clon 
FIB504. Pacientes HUTS21
+
: n=34; pacientes HUTS21
-
: n=15 (*p<0.05). (c,d) Ejemplo 
representativo de la expresión de la cadena β7 en un paciente HUTS21
+
 (c) y en un paciente 
HUTS21
-
 (d).   
 
Debido a la amplia variabilidad observada en los datos correspondientes a la 
IMF de la cadena β7 en los pacientes con MM HUTS21-, decidimos dividir a este 
grupo de pacientes en dos subgrupos bien definidos por este parámetro: aquellos 
pacientes HUTS21
-
 cuyas CP mostraban una IMF de la cadena β7 alta (superior a 
3000 u.a.) y pacientes HUTS21
-
 con una IMF de la cadena β7 baja (inferior a 3000 
a) b) 
c)

















u.a.). Estos dos subgrupos establecidos según la cantidad de cadena β7 expresada en 
la membrana de las CP de los pacientes HUTS21
-
, exhibieron además diferencias 
significativas tanto en el porcentaje de expresión de la cadena β7 (figura 17b) como 











Figura 17. Subdivisión de las CP de pacientes con MM HUTS21- en pacientes con una IMF 
alta y baja de la cadena β7. (a) Las CP de pacientes con MM HUTS21- se subdivieron en 
pacientes con IMF de β7 > 3000 u.a. (β7 IMF alta) y pacientes con IMF de β7 <3000 u.a. (β7 IMF 
baja). (b) Porcentaje de expresión de β7 y (c) IMF de CD49d en los pacientes HUTS21- en los dos 
subgrupos. El porcentaje y expresión de la cadena β7 se  determinó con el AcMo anti-β7-PE, clon 
FIB504. La IMF de CD49d se determinó con el AcMo anti-CD49d-PE, clon 9F10. *p<0.05; 
**p<0.01;***p<0.001. 
 
Es importante recordar que los pacientes HUTS21
-
 pertenecían a un grupo de 
pacientes cuyas CP expresaban niveles bastante homogéneos y bajos de la forma 
constitutiva de CD29, por lo que no resulta sorprendente que las IMFs del epítopo 
MAR4 en los dos subgrupos de pacientes HUTS21
-
, con IMF de la cadena β7 tanto 
alta como baja, no mostraran diferencias significativas (tabla VII). Más relevante aún 
es la certificación de que, si en cada uno de estos dos subgrupos examinábamos caso 
por caso, la suma de las IMFs de la forma constitutiva de CD29 y de la cadena β7 se 
aproximaba de forma bastante precisa a la IMF de CD49d (tabla VI), indicando 
claramente que una fracción de los pacientes HUTS21
-
 tratan de equilibrar la perdida 
de CD29 constitutivo en sus CP con un aumento de la cadena β7. Para ilustrar 
gráficamente este hallazgo, se muestra en la figura 18 un ejemplo representativo de 
un paciente con MM HUTS21
-
 e IMF alta de la cadena β7 y otro ejemplo un paciente 
con MM HUTS21
-
 e IMF baja de la cadena β7, y la expresión en ambos de la forma 
constitutiva de CD29 y de CD49d. 
a) b) c) 
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Tabla VII. Expresión de CD49d/CD29 en los dos 
subgrupos de pacientes con MM HUTS21- 
atendiendo a la alta o baja IMF de β7. 
 
 
IMF β7 alta IMF β7 baja 
IMF 10320 ± 2430 p<0.01 1457 ± 179 β7 
% 88.4 ± 5 p<0.001 45.1 ± 10 
IMF 13540 ± 2683 p<0.05 4301 ± 720 
CD49d 
% 99.1 ± 0.5 NS 97.3 ± 1.3 
IMF 4453 ± 465 NS 3906 ± 393 CD29 
(MAR4) % 92.8 ± 3.7 NS 93.8 ± 2 
 
Tabla VII. Porcentaje de expresión e IMF de la cadena β7, la forma constitutiva de CD29 y de 
CD49d en pacientes con CP HUTS21
-
 con IMF alta o baja de β7. El porcentaje de expresión y la 
IMF se determinaron por CTF utilizando los AcMo anti-β7 clon FIB504, anti-CD29-PE clon 
MAR4 y anti-CD49d-PE clon 9F10. Pacientes HUTS21
-
 con IMF de β7 alta:
 
 n=17; pacientes 
HUTS21
-
 con IMF de β7 baja:
 

















Figura 18. Detección por CTF de la expresión de la cadena β7, CD49d y la forma constitutiva 
de CD29 en pacientes con MM HUTS21- con IMF de la cadena β7 alta o baja. Se muestran 
ejemplos representativos de un paciente perteneciente al grupo de MM HUTS21
-
 con expresión 
alta de la cadena β7 (histogramas de la izquierda) y de un paciente perteneciente al grupo de MM 
HUTS21
- 
con IMF baja de la cadena β7 (histogramas de la derecha). En el interior de cada 
histograma se señala la IMF de la cadena β7, de CD49d y de la forma constitutiva de CD29. 
 






































Subgrupo β7 IMF alta Subgrupo β7 IMF baja 
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3. Análisis de la expresión diferencial de la forma constitutiva y 
activa de CD29 en pacientes con MGUS. 
 
 La gammapatía monoclonal de significado incierto o MGUS se caracteriza por la 
coexistencia en MO de CP normales (policlonales) y tumorales (monoclonales), y es 
considerada el estadio premaligno del MM. De hecho, un porcentaje significativo, 
aunque no mayoritario, de estos pacientes progresa hasta la etapa de MM. Teniendo en 
cuenta nuestros hallazgos en la expresión de la integrina CD29 en los pacientes con 
MM, nos dispusimos a estudiar si los pacientes con MGUS mostraban o no las mismas 
alteraciones. En la tabla VIII se muestra que la práctica totalidad de las CP normales y 
tumorales que coexisten en la MO de estos pacientes expresaron la forma constitutiva 
de la integrina CD29. Sin embargo, y de manera similar a lo descrito al comparar las CP 
de pacientes con MM e individuos sanos, la IMF de la forma constitutiva en las CP 
malignas de pacientes con MGUS fue significativamente menor a la IMF de las CP 
normales con las que coexisten.  
 
Tabla VIII.  Porcentaje de expresión e IMF de la forma 
constitutiva de CD29 (epítopo MAR4)  en las CP normales y 
tumorales de pacientes con MGUS. 
 % CP MAR4+ IMF MAR4 (u.a.) 
CP normales 99.3 ± 0.3 17900 ± 1000 
CP tumorales 98.3 ± 0.6x 
NS 
13750 ± 1100 
p<0.001 
 
Tabla VIII. Porcentaje de expresión e IMF de la forma constitutiva de CD29 en CP normales y 
tumorales en pacientes con MGUS. Las poblaciones policlonal y tumoral se distinguieron 
utilizando varios de los criterios referidos en la figura 12. La forma constitutiva de CD29 se 
determinó por CTF mediante el AcMo anti-CD29-PE, clon MAR4 (n=36). NS: no significativo. 
 
 De igual manera a lo descrito en pacientes con MM, detectamos una 
heterogeneidad considerable en la IMF de la forma constitutiva de la integrina CD29 en 
las CP clonales de los distintos pacientes con MGUS, de manera que una fracción de los 
mismos expresaban niveles por completo equiparables a los niveles expresados por las 
CP normales con las que coexistían, mientras que otros expresaban una cantidad inferior 
en las CP tumorales con respecto a las CP normales. A su vez, y también de manera 
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similar a los pacientes con MM, se detectó una gran heterogeneidad en el porcentaje de 
células positivas para la forma activa de la integrina CD29. Por ambas razones, 
establecimos en los pacientes con MGUS una división idéntica a la adoptada con los 
pacientes con MM: pacientes con MGUS HUTS21
+
 (porcentaje de expresión de la 
forma activa de CD29 en las CP tumorales superior al 30%) y pacientes con MGUS 
HUTS21
- 
(porcentaje de expresión de la forma activa de CD29 en las CP tumorales 
inferior al 30%). Estas anomalías quedan claramente expuestas en la figura 19, donde 
vuelve a demostrarse una evidente correlación entre el bajo porcentaje de la forma 






















Figura 19. División de los pacientes con MGUS atendiendo a la alta o baja expresión de la 
integrina activada y su correlación con la IMF de la forma constitutiva. (a) Porcentaje de 
expresión y (b) IMF de la forma activa de CD29 en los dos grupos de pacientes con MGUS 
establecidos según la mayor o menor expresión de la forma activa de CD29. (c) Porcentaje de 
expresión de la forma constitutiva de CD29 en los pacientes con MGUS divididos atendiendo a la 
expresión alta o baja de CD29 activado, según el patrón mostrado en (a). (d) IMF de la expresión 
de la forma constitutiva de CD29 en los dos grupos de pacientes con MGUS. Los porcentajes de 
expresión y las IMF se determinaron por CTF en CP CD38
++
 / SSC intermedio. Pacientes MGUS 
HUTS21
+
: n=28; pacientes con MGUS HUTS21
-






Por lo tanto, los pacientes con MGUS reproducen el modelo descrito en los 
pacientes con MM. 
 
 
4. Regulación de la forma activa de la integrina CD29 por los 
factores solubles contenidos en el plasma medular. 
 
Tal y como hemos descrito anteriormente, las CP de un grupo mayoritario de 
pacientes con MM, así como las CP normales de MO, expresan la integrina CD29 en su 
estado activado, si bien un grupo de pacientes no expresaron o expresaron débilmente la 
forma activa de CD29. Esta heterogeneidad en la expresión de la forma activada de la 
integrina nos indujo a estudiar los mecanismos implicados en su regulación. Así, nos 
dispusimos a explorar la contribución de los factores solubles contenidos en el plasma 
medular. Para ello, separamos la fase celular del aspirado de MO de su fase líquida, el 
plasma, tal y como se detalla en el apartado 4 de Materiales y Métodos.  
 
En primer lugar, observamos que la retirada del plasma autólogo no modificó la 
expresión de la forma constitutiva de la integrina CD29 en las CP, ni en individuos 
sanos ni en pacientes con MM HUTS21
+
 (tabla IX). 
 
Tabla IX.  Efecto del plasma autólogo en la expresión de la 
forma constitutiva de CD29 en las CP de MO. 
 CP normales CP tumorales HUTS21+ 
 MO fresca MO lavada MO fresca MO lavada 
% CP MAR4 + 99.9 ± 0.05 99.9 ± 0.03 97.9 ± 1.4 98.5 ± 1.5 
IMF (u.a.) 13410 ± 1250 12190 ± 1850 11400 ± 1245 10980 ± 878 
 
Tabla IX. Expresión de la forma constitutiva de CD29 en CP, antes (MO fresca) o después (MO 
lavada) de la retirada del plasma autólogo. El porcentaje de expresión y la IMF se determinaron 
por CTF utilizando el AcMo anti-CD29-PE, clon MAR4. Los datos se expresan como la media ± 
EEM. Toda comparación entre porcentajes o IMFs no fue estadísticamente significativa (p>0.1). 







Por el contrario, como muestra la figura 20, la retirada de los factores solubles 
contenidos en el plasma medular condujo a un claro proceso de inactivación de la 
integrina, a juzgar por la notable disminución de la forma activa de CD29. Este efecto 
se observó de forma equiparable tanto en las CP de individuos sanos (figura 20a) como 
en las CP de pacientes con MM HUTS21
+
 (figura 20b).  
 
A su vez, la adición del plasma medular previamente retirado reestableció los 
niveles iniciales de la forma activa de CD29, con una respuesta dosis-dependiente: a 
mayor cantidad de plasma añadido a las CP lavadas, mayor porcentaje de CP 
recuperaban la forma activa de CD29 (figura 20c). En cambio, la adición del plasma a la 
serie linfoide lavada de MO no tuvo ningún efecto (figura 20c), un resultado esperable 
dado que, in vivo, esta población carece del epítopo de activación de la integrina. 
Resultados similares se obtuvieron cuando se utilizó el clon 9EG7, otro AcMo que, al 
igual que el clon HUTS21, reconoce la forma activa de CD29 (datos no mostrados) 
 
A continuación quisimos comprobar si los cationes contenidos en el plasma 
medular eran responsables, al menos en parte, de su capacidad estimuladora. Tal 
hipótesis estaba sustentada en el hecho de que la función adhesiva de las integrinas β1 
es fuertemente dependiente de cationes divalentes en numerosos sistemas celulares y, 
más en concreto, porque la forma activada de CD29 es también dependiente de cationes. 
Como primera aproximación, incubamos el plasma medular con EDTA, un quelante de 
cationes divalentes, previamente a añadirlo a las CP (que ya habían sido deplecionadas 
anteriormente de ese mismo plasma). Bajo estas condiciones, el plasma medular perdió 
su capacidad para reactivar la integrina CD29 tanto en CP normales como en CP 
tumorales HUTS21
+
 (figura 20a y 20b). 
 
Así mismo, la forma activa de la integrina CD29 expresada en las CP normales y 
tumorales de los pacientes con MGUS HUTS21
+
 respondió de forma análoga tanto a la 
depleción del plasma como a la adición del plasma autólogo de los aspirados medulares 
de estos pacientes. De igual forma, el efecto activante del plasma autólogo sobre CD29 



































Estos resultados indicaban con claridad que la expresión fisiológica de la forma 
de alta afinidad de la integrina CD29 en CP de MO, detectada in vivo, era dependiente, 
al menos en parte, de cationes divalentes
 
contenidos en el plasma. 
 
En el plasma medular, además, se pueden encontrar moléculas que han sido 
previamente descritas en la literatura como activantes de CD29, entre las que 
destacan los dos principales ligandos de la integrina, la molécula CD106 (VCAM-1) 
y la fibronectina (FN), y la quimioquina SDF-1α. Con el fin de comprobar si uno o 
varios de ellos eran capaces de activar CD29, el plasma medular fue incubado con 
a) 
Figura 20. Efecto del plasma autólogo y de 
los cationes divalentes en la expresión de la 
forma activa de la integrina CD29 en CP 
normales y tumorales de MO. Expresión de la 
forma activa de CD29 en CP normales (a) y 
tumorales procedentes de pacientes con MM 
HUTS21
+
 (b), antes (MO fresca), después (MO 
lavada), o tras la reconstitución de las CP 
lavadas con el plasma autólogo, incubado o no 
previamente con EDTA (5 mM) durante 1 hora. 
El porcentaje de expresión se determinó por 
CTF utilizando el AcMo anti-CD29-PE, clon 
HUTS21. Los datos se expresan como la media 
± EEM. Individuos sanos, n=5; pacientes con 
MM HUTS21
+
, n=10 (*p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001, con respecto al control de MO 
fresca). (c) La recuperación de la forma activa 
de CD29 en las CP lavadas en respuesta al 
plasma autólogo fue dependiente de la cantidad 
de plasma añadido. Se muestra el efecto dosis-
dependiente en las CP (línea verde) y la 
ausencia de efecto en la serie linfoide de MO 
(línea rosa). En ambos casos, se muestra un 





cantidades óptimas de Ac neutralizantes anti-CD106, anti-FN o anti-SDF-1α antes de 
ser añadido a las células. Tal y como se muestra en la figura 21, sólo la incubación 
con Ac neutralizantes anti-CD106 bloqueó el efecto inductor del plasma sobre la 
integrina CD29 en los pacientes con MM HUTS21
+
 (resultados similares se 
obtuvieron con CP normales). Por el contrario, los Ac anti-FN o anti-SDF-1 no 
neutralizaron tal efecto inductor. Tampoco lo hicieron otros Ac neutralizantes frente a 











Figura 21. Contribución de los ligandos de CD29 (CD106 y FB) y de otros factores solubles 
contenidos en el plasma medular en su capacidad activante de CD29. Alícuotas de plasma 
medular autólogo fueron incubadas durante 18 horas con Ac neutralizantes anti-CD106, anti-FN o 
anti-SDF-1α o con un Ac irrelevante (control isotípico). La modalidad “Plasma” corresponde a 
plasmas no incubados con ningún tipo de anticuerpo; después del tiempo establecido, se añadieron 
y se incubaron durante 45 minutos con las CP lavadas. Los datos se expresan como la media ± 
EEM de tres ensayos realizados en 3 individuos con MM HUTS21
+
.  El cálculo de la significación 
estadística se estableció con respecto al efecto mediado por el plasma no incubado con anticuerpos 
(modalidad “Plasma”) (***p<0.001). 
 
En resumen, nuestros resultados demuestran que los factores contenidos en el 
plasma medular capaces de mantener activada a la integrina CD29 en la membrana de 










5. Efecto de la adición exógena de cationes divalentes en la 
activación de la integrina CD29 en las células plasmáticas de 
médula ósea. 
 
 Una vez demostrado que el efecto regulador del plasma autólogo en la 
activación de CD29 era bloqueado por la previa incubación con EDTA, nos dispusimos 
a comprobar el efecto que tendría la adición exógena de diferentes cationes divalentes 
en la expresión de la forma activa de CD29 en las CP de MO. Para ello se utilizaron CP 
tanto de individuos sanos como de pacientes con MM que expresaban in vivo niveles 
normales de la integrina CD29 activa. Una vez que fueron deplecionadas del plasma 
autólogo y lavadas para eliminar cualquier vestigio de factor soluble activante, las CP 











. En la figura 22 se demuestra que el catión divalente 
Mn
2+
 indujo la expresión de la forma activa de CD29 en una forma dependiente de 
concentración: en la mayoría de los casos, se consiguió el efecto máximo (expresión de 
la forma activa en el 80-100% de las CP) a una concentración de 0.05 a 0.1 mM de 
Mn
2+
. Este efecto se confirmó utilizando el AcMo 9EG7, otro AcMo que reconoce la 
forma activada de CD29 dependiente de Mn
2+












Figura 22. Efecto de diferentes cationes divalentes en la expresión de la forma activa de 
CD29 en CP de MO. Las CP de MO de un individuo sano, lavadas exhaustivamente, se incubaron 
durante 45 minutos con concentraciones crecientes de los cationes divalentes indicados en la 
leyenda de esta figura. Las células se incubaron entonces con el AcMo anti-CD29-PE clon 
HUTS21 y se analizaron por CTF. Se muestra un ejemplo representativo de cinco realizados para 
cada especie de catión divalente. 
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Las concentraciones de Mg
2+
 capaces de activar CD29 de una manera similar a 
Mn
2+
 fueron más altas, sugiriendo diferentes afinidades por uno u otro catión en los 
dominios de la integrina conformados para tal fin. Por el contrario, otros cationes 






 no fueron capaces de restablecer la expresión de 
la forma activa de la integrina. 
 
Dado que el efecto inductor más potente se consiguió con Mn
2+
, este fue el 
catión elegido en todos los experimentos posteriores. Tal y como muestra la figura 23 
de un ejemplo representativo de CP de MO de un individuo sano, de un paciente con 
MM o de un paciente con MGUS (todos con niveles normales in vivo de CD29 
activado), los niveles de activación de la integrina se recuperaron rápidamente tras la 
adición de Mn
2+
: a concentraciones tan bajas como 0.03 mM se consiguió que el 60-
70% de las CP volvieran a expresar la forma activa de CD29 (porcentaje parecido al 
observado in vivo). El plateau se establecía habitualmente a concentraciones de Mn
2+
 de 
0,1-0,2 mM con las que se conseguía que el 90-100% de las CP expresaran la forma 
activa de la integrina CD29.  
 
Figura 23. Efecto del Mn2+ en la activación de CD29 en CP normales y tumorales de MO con 
expresión normal in vivo de CD29 activado. Las CP normales o tumorales, lavadas previamente 
de forma exhaustiva para desactivar la integrina CD29 que, in vivo, se expresaba en un elevado 
porcentaje de células, se incubaron con concentraciones crecientes de Mn
2+
 durante 45 minutos. 
Las células se marcaron entonces con el AcMo anti-CD29 clon HUTS21 y analizadas por CTF. Se 
presenta un caso representativo de un paciente con MO normal (control), de un paciente con 
MGUS con CP normales y tumorales HUTS21
+






6. Efecto de la adición exógena de rsCD106 en la activación de la 
integrina CD29 en las células plasmáticas de médula ósea. 
 
Tras determinar que CD106 es uno de los factores contenidos en el plasma 
medular capaz de activar CD29 en la membrana de las CP, quisimos confirmar su 
implicación en la activación de esta integrina utilizando una forma comercial 
recombinante de CD106 (CD106 soluble recombinante o rsCD106). 
 
Con tal fin, las CP de MO de pacientes con MM HUTS21
+
 se incubaron con 
concentraciones crecientes de rsCD106 en presencia de 0.01 mM de Mn
2+
. En los cinco 
casos estudiados, esta concentración de Mn
2+
 no indujo un cambio significativo en la 
expresión de la forma activa de CD29 en las CP lavadas. Como se muestra en el 
ejemplo representativo de la figura 24, la recuperación de los niveles de activación de la 
integrina se consiguió a una concentración de rsCD106 de 0.5 µg/mL (rango: 0.3 a 0.6 
µg/mL). La recuperación mostró de nuevo una respuesta dependiente de concentración. 
El plateau en la respuesta se consiguió a una concentración de 0.5-1 µg/mL de 
rsCD106. Resultados similares se obtuvieron en el caso de CP normales (datos no 
mostrados). Un dato interesante en estos experimentos fue la necesaria presencia de 
Mn
2+
 para que el rsCD106 activara la integrina, sugiriendo la cooperación de ambos 










Figura 24. Efecto de rsCD106 en la activación de CD29 en CP tumorales HUTS21+ de MO. 
La MO de un paciente con MM HUTS21
+
 fue lavada exhaustivamente antes de la adición de 
cantidades crecientes de rsCD106. La incubación se realizó durante 45 minutos en presencia o 
ausencia de Mn
2+
. Las CP se marcaron entonces con el AcMo anti-CD29-PE clon HUTS21 y 
analizadas por CTF. Se muestra un ejemplo representativo de cinco realizados. 
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7. Refractariedad de las células plasmáticas HUTS21
-
 a la 
activación de CD29 por los factores inductores contenidos en el 
plasma medular.  
 
 Como se ha descrito en los apartados anteriores, las CP tumorales de un grupo 
de pacientes con MM expresaron niveles bajos o indetectables de la forma activa de 
CD29 (pacientes HUTS21
-
). Por otro lado, los ensayos de regulación de la expresión de 
la forma activa de la integrina CD29 en las CP de individuos sanos y en las CP de 
pacientes con MM HUTS21
+
 indicaban claramente que la activación de CD29 era 
dependiente de los cationes divalentes y del CD106 soluble contenidos en el plasma 
medular. Por lo tanto, nos dispusimos a comprobar si el plasma medular de los 
pacientes con MM HUTS21
-
 carecía de los factores activantes de la integrina. La figura 
25a muestra que las CP que in vivo no expresaban la forma activa de CD29, no sólo no 
respondieron a su propio plasma autólogo, sino que también fueron refractarias a los 
plasmas alogénicos procedentes de individuos sanos o de pacientes con MM HUTS21
+
 
que habían mostrado, en ensayos previos, una acreditada capacidad activante de la 
integrina. La figura 25b, por otro lado, muestra cómo el plasma medular de un paciente 
con MM HUTS21
-
 es capaz de restaurar la forma activa de CD29 en las CP de pacientes 
HUTS21
+












Figura 25. Respuesta diferencial en la activación de CD29 en CP HUTS21- y HUTS21+ tras la 
adición de plasmas medulares. Se seleccionaron (a) pacientes con MM HUTS21- (n=7) o (b) 
pacientes con MM HUTS21
+
 (n=6). Se incubaron las CP de estos pacientes tanto con sus propios 





, en cada caso. Los datos se expresan como la media ± EEM. La 




 Estos resultados indicaban claramente que los plasmas de aquellos pacientes con 
niveles bajos o inexistentes de la integrina activada en la membrana de sus CP 
tumorales, contenían los factores activantes en cantidades equivalentes a los de los 
plasmas de pacientes con MM HUTS21
+
. De hecho, y como muestra la figura 26, las 
CP de MO de los pacientes con MM HUTS21
-
 no respondieron, o lo hicieron 
mínimamente, a la adición exógena de Mn
2+
 incluso en cantidades que quintuplicaban la 
dosis que un paciente con MM HUTS21
+
 requiere para conseguir un efecto óptimo.  
 
La correlación entre los niveles de expresión in vivo de la integrina activada y la 
respuesta in vitro a los cationes de Mn
2+
 mostró un paralelismo excelente, de manera 
que los MM con nulos niveles in vivo de integrina activada muestran una total 
refractariedad a la adición exógena de Mn
2+
, mientras que las CP tumorales que in vivo 
manifestaban un nivel bajo pero detectable de CD29 activada, respondieron en un cierto 
grado al efecto inductor del Mn
2+
. Resultados similares se obtuvieron cuando se 
utilizaron rsCD106 en combinación con concentraciones subóptimas de Mn
2+
 (datos no 
mostrados). 
 
Figura 26. Correlación de la respuesta in vitro de las CP de MO al efecto inductor del Mn2+ y 
los niveles de expresión in vivo de la forma activa de CD29. Las CP de los pacientes de MM 
representados en este gráfico fueron lavadas para, a continuación, incubarse con cantidades 
crecientes de Mn
2+
. Las células se incubaron entonces con el AcMo CD29-PE, clon HUTS21 para 
comprobar el porcentaje de CP que reexpresaban CD29 en su forma activa. Se muestra un ejemplo 




Esta refractariedad también pudo observarse en aquellos casos de pacientes con 
MGUS en donde, in vivo, las CP policlonales mostraban niveles normales de activación 
de CD29, mientras que sus CP tumorales expresaban niveles muy reducidos de la 
integrina activada (figura 27a). Un modelo perfecto, pues coexisten en el mismo 
microambiente CP con expresiones muy diferentes de CD29. Tal y como se muestra en 
la figura  27b, la adición de Mn
2+
 restauró los niveles de CD29 en las CP normales del 
paciente con MGUS a una concentración equivalente a la necesaria con las CP normales 
de la MO de sujetos sanos. Por el contrario, sólo una fracción minoritaria de la 










Figura 27. Paciente de MGUS con CP normales y CP tumorales HUTS21-. Efecto del Mn2+ 
en ambas poblaciones. (a) Histogramas en los que se muestra la distinta expresión de la forma 
activa de CD29 en las dos poblaciones de CP en un paciente de MGUS, detectadas según los 
criterios marcados en las figuras 11 y 12. (b) Las CP lavadas se incubaron con concentraciones 
crecientes de Mn
2+
 durante 45 minutos. Se marcaron posteriormente con al AcMo anti-CD29-PE, 
clon HUTS21 y se analizaron por CTF.  
 
 
29%, 1075 u.a.66.2%, 1312 u.a. 
a) 
b) 
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8. Correlación entre la expresión de la forma activa de CD29 en las 
células plasmáticas de médula ósea y la detección de células 
plasmáticas circulantes. 
 
Aunque el MM es una enfermedad acantonada en MO, en las últimas dos 
décadas se ha demostrado que en una mayoría de pacientes con MM se pueden detectar 
CP circulantes en un porcentaje habitualmente tan bajo que pasa desapercibido para el 
estudio microscópico del frotis sanguíneo (120). Por otro lado, hemos descrito en el 
apartado 1 de Resultados que los pacientes de MM pueden dividirse en dos grupos 
atendiendo a la expresión en sus CP de la forma activa de CD29 (MM HUTS21
+
 y MM 
HUTS21
-
). Dada la especial relevancia que parece jugar la integrina CD49d/CD29 en la 
retención de las CP en MO, hemos considerado que la expresión disminuida de la forma 
activa de CD29 pudiera dar cuenta de la salida de las CP tumorales de la MO a la sangre 
periférica (SP). Tal y como se describe en la tabla X, el porcentaje de CP circulantes en 
los pacientes HUTS21
-




Tabla X. Porcentaje de CP tumorales en SP. 
 MM HUTS21 + MM HUTS21- 
Media 0.08% 0.9% 
Rango 0.01% - 0.16% 0.05% - 3% 
nº de casos positivos/ 
nº casos totales 
16/26 (61%) 13/13 (100%) 
Tabla X.  Las CP circulantes se detectaron con un triple marcaje (CD38-FITC/ CD138-PE/ CD45-
PerCP) o cuádruple marcaje (CD38-FITC/ CD56-PE/ CD45-PerCP/ CD138-APC). Para el cálculo 
del porcentaje de CP circulantes, se realizó una ventana sobre células CD138+ con SSC bajo a 
intermedio. El estudio se realizó sobre, al menos, 500 CP circulantes. El porcentaje se expresa con 
respecto a la celularidad nucleada total de SP. 
 
Además, las CP circulantes pudieron detectarse por CTF en todos los casos 
estudiados de pacientes HUTS21
-
 (13 de 13), mientras que se detectaron tan solo en 16 
de 26 casos de pacientes HUTS21
+
 (61% de los casos). Por CTF, no se detectaron CP 
circulantes en individuos sanos o se detectaron en un porcentaje muy exiguo en un 
grupo muy minoritario de pacientes con MGUS (datos no mostrados).  
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Estos resultados indicaban una clara correlación entre la perdida de expresión de 
la forma activa de CD29 y la salida de CP a la periferia. Tal relación se hizo más 
patente al constatar que las CP circulantes expresaban la forma activa de CD29 en un 
porcentaje aún menor que el registrado en las CP de MO de pacientes con MM 
HUTS21
-
 (6.3% ± 2.7 versus 16.2% ± 2.2, respectivamente), y que tal porcentaje 
disminuía hasta niveles prácticamente anecdóticos en las CP circulantes de pacientes 











Figura 28. Porcentaje de expresión de la forma activa de CD29 en CP de MO y SP en 
pacientes HUTS21+ y HUTS21-. Las CP de MO o circulantes se detectaron por CTF siguiendo 
criterios ya descritos en las figuras 11 y 12 y en la tabla X. Las CP circulantes de pacientes con 
MM HUTS21
-
 se detectaron con la siguiente combinación de AcMo: CD38-FITC /CD29-PE (clon 
HUTS21), CD45-PerCP / CD138-APC. Los datos se expresan como la media ± EEM. MO de 
pacientes con MM HUTS21
+
: n=10; MO de pacientes con MM HUTS21
-
: n=20; SP de pacientes 
con MM HUTS21
-
: n=12; y SP de pacientes con  LCP: n=4).  La significación se estableció con 




Así mismo, y en concordancia con los datos anteriormente expuestos con CP de 
MO de pacientes con MM HUTS21
-
, la prácticamente total ausencia de la forma activa 
de CD29 en la membrana de las CP tumorales circulantes en pacientes con LCP, llevó 
aparejada una notable disminución en la IMF de la forma constitutiva de CD29 (figura 
29). El porcentaje de expresión de la forma constitutiva estuvo próximo al 100% en las 




















Figura 29.  IMF de la expresión de CD29 constitutivo en CP tumorales de MO y circulantes.  
Las CP de MO y circulantes se detectaron por CTF siguiendo criterios ya descritos en las figuras 
11 y 12. Las CP circulantes de pacientes con MM HUTS21
-
 se detectaron con la siguiente 
combinación de AcMo: CD38-FITC /CD29-PE, clon MAR4 / CD45-PerCP / CD138-APC. Los 
datos se expresan como la media ± EEM. MO de pacientes con MM HUTS21
+
: n=10; MO de 
pacientes con MM HUTS21
-
: n=20; SP de pacientes con MM HUTS21
-
: n=12; y SP de pacientes 
con  LCP: n=4.  La significación se estableció con respecto a la IMF de CD29 epítopo MAR4 en 
pacientes con MM HUTS21
+
 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 
 
La estrecha correlación entre la ausencia de expresión de la forma activa de 
CD29 in vivo y la incapacidad de estas células para responder in vitro al Mn
2+
 (o a 
rsCD106) se corroboró cuando se estudió tanto la población circulante de células 
tumorales en pacientes con LCP, como cuando se analizó dicha respuesta en la pequeña 
población circulante de CP clonales que se detecta en los pacientes con MM HUTS21
-
. 
Tal y como ha descrito previamente, ambas poblaciones no expresaron la forma activa 
de CD29, y como cabía esperar, ambas poblaciones no respondieron o lo hicieron muy 
pobremente a la adición de Mn
2+
. En ninguno de los casos, la adición de Mn
2+
 consiguió 
reexpresar la forma activa de la integrina en más de un 15% de las células tumorales. Se 








Figura 30. Efecto del Mn2+ en la activación de CD29 en CP circulantes de pacientes con MM 
HUTS21- o con LCP en comparación con las CP de MO de pacientes con MM HUTS21+. Las 
CP lavadas de cada uno de los pacientes se incubaron con concentraciones crecientes de Mn
2+
 
durante 45 minutos. Se marcaron posteriormente con al AcMo anti-CD29-PE, clon HUTS21 y se 




9. Respuesta de las células plasmáticas en plasmocitosis reactivas 
al efecto de los factores que inducen la activación de CD29. 
  
Las plasmocitosis reactivas se caracterizan por una expansión transitoria de CP 
en territorios tales como la MO o la SP. Aunque este proceso puede asociarse al 
desarrollo de infecciones, enfermedades autoinmunes o tumores, su relativa rareza 
justifica que su biología siga siendo en gran medida desconocida.  
 
En nuestra casuística, el porcentaje normal de CP en MO sanas (es decir, en MO 
sin ningún tipo de alteración porcentual o inmunofenotípica en ninguna de sus 
poblaciones medulares), determinado por CTF, fue de 0.3% como media con respecto a 
la celularidad total medular (rango: 0.1% a 0.7%; n=15). Con este patrón de normalidad, 
consideramos que una MO podía ser catalogada como MO con plasmocitosis reactiva 
cuando el porcentaje de CP policlonales sobre la celularidad total medular era mayor del 
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1,5%. En la mayoría de estos casos, el resultado se contrastó con el estudio citológico 
paralelo. 
 
Tratamos entonces de comprobar si la expansión controlada de las CP en las 
plasmocitosis reactivas pudiera deberse a alteraciones en la expresión de CD29. Tal y 
como muestra la tabla XI, las CP de las plasmocitosis reactivas mostraron un perfil de 
expresión de la integrina CD29, tanto en su forma constitutiva como en su forma activa, 
que las emparentaba con el grupo de MM HUTS21
-
: exhibían una disminución de la 
IMF de la forma constitutiva de la integrina, así como una disminución tanto en el 
porcentaje de expresión como en IMF de la forma activa. 
  
Tabla XI. Porcentaje de expresión e IMF de las formas constitutiva y activa de CD29 en CP de 
MO de individuos sanos con un porcentaje normal de CP (0.1%-0.7% respecto a la celularidad 
total medular) y en MO con porcentajes aumentados de CP policlonales (>1,5% sobre la 
celularidad total medular). El porcentaje de expresión e IMF de las formas constitutiva (CD29 clon 
MAR4) y activada (CD29 clon HUTS21) de CD29 se determinaron por CTF (individuos sanos: 
n=13; plasmocitosis reactivas: n=7). 
 
Ante estos resultados, realizamos ensayos de activación in vitro de la integrina 
CD29 con el fin de comprobar si las CP de los pacientes con plasmocitosis reactivas 
respondían o no al efecto inductor del Mn
2+
. Tal y como se muestra en la figura 31, las 
CP de MO en plasmocitosis reactivas fueron capaces de reexpresar la forma activa de 
CD29 en respuesta a Mn
2+
, con un perfil de reactivación idéntico al de las CP de 
individuos sanos y al de las CP del grupo de pacientes con MM HUTS21
+
. Resultados 
similares se obtuvieron cuando se utilizó rsCD106 como factor inductor (datos no 
Tabla XI. Expresión de las formas constitutiva y activa de 
CD29 en individuos sanos y en individuos con plasmocitosis 
reactivas. 
 CD29 (MAR4) CD29 (HUTS21) 
 Porcentaje IMF (u.a.) Porcentaje IMF  (u.a.) 
Individuos 
sanos  
99.2 ± 0.5 
19736 ± 
1769 
















mostrados). Por lo tanto, la disminución en la expresión de la forma activa de CD29 fue 
por completo reversible en este tipo de proceso. 
 
Figura 31. Efecto del Mn2+ en la activación de CD29 en CP de plasmocitosis reactivas. CP de 
un individuos sanos, de pacientes con plasmocitosis reactiva y pacientes con MM HUTS21
-
, 
lavadas previamente, se incubaron con cantidades crecientes de Mn
2+
. Las células se marcaron 
entonces con el AcMo CD29-PE, clon HUTS21, para comprobar el porcentaje de CP que 
reexpresaban CD29 en su forma activa. Se muestra un ejemplo representativo para cada uno de los 
tres grupos de pacientes. 
 
 
10. Correlación entre la unión a fibronectina y los niveles in vivo de 
la integrina CD29 activada. 
 
 
Dado que las CP se unen a FN utilizando CD49d/CD29 como principal molécula 
de adhesión, nos dispusimos a comprobar si la expresión in vivo de la forma activa de 
CD29 se correlacionaba con diferentes capacidades de unión a esta proteína de la MEC. 
El ensayo se realizó en presencia de una cantidad óptima de Mn
2+
 (0.2 mM), utilizando 
CP purificadas como indica el apartado 5 de Materiales y Métodos. 
 
Tal y como muestra la figura 32, las CP de pacientes con MM HUTS21
+
 se 
unieron a FN. Además, tal unión fue inhibida aproximadamente en un 70-80% tras la 
adición de anticuerpos bloqueantes anti-CD29 (4B4) o anti-CD49d (HP2/1), 
confirmando el papel esencial jugado por este heterodímero en nuestro ensayo de 
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adhesión. La correlación existente entre el porcentaje de CP que expresan in vivo la 
forma activa de CD29 y la unión a FN fue lineal, pues las CP de pacientes con MM 
HUTS21
-
 (con un porcentaje de la forma activa de CD29 bajo pero cuantificable por 
CTF) manifestaron una adhesión a FN claramente disminuida con respecto a los 
pacientes cuyas CP expresaban niveles elevados de CD29 en su forma de alta afinidad, 
mientras que las CP de MO de pacientes con LCP, que mostraban una nula expresión de 
la forma activa de CD29 in vivo, no exhibieron adhesión a FN. 
 
Por lo tanto, estos resultados demuestran una correlación prácticamente lineal 
entre los niveles in vivo de la forma activa de la integrina CD29 en la membrana de las 
CP, su respuesta al plasma o a los factores añadidos exógenamente (cationes de Mn
2+
 y 












Figura 32. Adhesión a FB de las CP de pacientes con MM HUTS21+, HUTS21- y LCP. La 





(n=3) y LCP (n=3) fue cuantificada según se describe en Materiales y Métodos. Los ensayos se 
realizaron en presencia de 0.2 mM de Mn
2+
. (O.D.: unidades de densidad óptica). 
 
 
11. Perfil electroforético de CD29 en células plasmáticas normales 






Los resultados expuestos hasta el momento indican con claridad que las CP de 
un grupo minoritario de pacientes con MM o con MGUS expresan in vivo cantidades 
disminuidas de la integrina CD29 activada, y que tal hallazgo se correspondía con una 
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disminución de la cantidad de la forma constitutiva de esta integrina. Dado que en estos 
casos la forma activa de CD29 no era recuperable tras la adición exógena de plasma 
alogénico normal, de Mn
2+ 
o de rsCD106, quisimos comprobar las características 
electroforéticas de esta molécula en ambos tipos de pacientes para descartar posibles 
cambios estructurales de la misma. 
 
Tal y como muestra la figura 33, el lisado de CP normales de MO mostró en el 
western blot dos bandas de aproximadamente 130kD y 110kD. Este patrón coincide con 
el de otros tipos celulares en el que la proteína de 130kD se corresponde con la forma 
madura glicosilada de membrana y la proteína de 110kD con la proteína precursora y 
parcialmente glicosilada de la primera (173). Por otro lado, estas dos mismas bandas se 
detectaron en las CP de todos los pacientes, independientemente de su pertenencia a 




 o con LCP, y también de forma 
independiente con respecto al territorio del que fueron obtenidas, ya sea MO o SP. Estos 
resultados indicaban claramente que la ausencia in vivo de la integrina activada y su 
refractariedad in vitro a los activadores no es dependiente del estado de maduración de 
CD29. Además, la proporción de ambas isoformas de CD29 (madura y precursora) era 











Figura 33. Imagen de western blot comparando los perfiles electroforéticos de la molécula CD29 
en CP normales y tumorales de distintas gammapatías monoclonales y de diferentes territorios. 1: 
CP normales de MO; 2 y 3: CP tumorales de MO procedentes de pacientes con MM HUTS21- y 
HUTS21
+
, respectivamente; 4 y 5: CP tumorales de un paciente con LCP procedentes de SP y 
MO, respectivamente. 1x10
6
 CP purificadas fueron utilizadas en cada caso. La posición de los 
marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda. Como control de carga se utilizó la 









Estos resultados, por lo tanto, indican que, independientemente de la capacidad 
de la integrina para activarse in vivo e in vitro, no existen cambios ni en el grado de 
glicosilación ni en el peso molecular de ambas bandas de la molécula CD29 que 
justifiquen su diferente comportamiento.  
 
 
12. Capacidad proliferativa de las células plasmáticas normales y 






 Es bien sabida la escasa capacidad proliferativa de las células tumorales en 
procesos crónicos, incluyendo el MM (152). Sin embargo, apenas se tienen datos 
respecto al índice proliferativo de las CP normales y tumorales que coexisten en 
pacientes con MGUS. A su vez, la relación existente entre proliferación y la capacidad 
de adhesión de las células tumorales no se ha explorado suficientemente.  
 
Con este fin estudiamos por CTF la incorporación de BrdU por las CP, una 
técnica que permite un análisis muy preciso de células proliferantes en poblaciones 
incluso muy minoritarias.  
 
En la tabla XII se puede comprobar cómo el índice proliferativo de las CP 
normales es significativamente superior al detectado en las CP tumorales tanto en 
pacientes con MGUS como en pacientes con MM. A su vez, la capacidad proliferativa 
de las CP normales en pacientes con plasmocitosis reactivas fue significativamente 
superior no sólo al registrado por las CP tumorales en MM y MGUS, sino también al 











 Tabla XII.  Índices de proliferación de CP (% CP BrdU+). 
 CP Bormales CP Tumorales 
Individuos 
sanos 
1.8% ± 0.2  NP 




1.1% ± 0.2  
p< 0.01 (vs. individuos sanos) 
Plasmocitosis 
reactivas 
3.4% ± 0.8  
p< 0.001 (vs. individuos sanos) 
p< 0.001(vs. MGUS normales) 
NP 
 
Tabla XII. Tasas de proliferación en CP de individuos sanos (n=19), pacientes con MGUS 
(n=24), con MM (n=32) o con plasmocitosis reactivas (n=5). Las células se cultivaron 18 horas en 
presencia o ausencia de BrdU. Tras marcar los antígenos de superficie, las células fueron 
permeabilizadas y marcadas con un anticuerpo anti-BrdU-FITC. (NP: no presentes; ND: no 
detectables). 
 
 A continuación, y en línea con los resultados previamente expuestos, quisimos 





o no en su capacidad proliferativa. Tal y como muestra la figura 34, las CP de los 
pacientes HUTS21
-
 mostraron un índice proliferativo significativamente mayor que el 
de las CP de los MM HUTS21
+
 (2.1% ± 0.7, rango de 0.3% a 5.9% versus 1% ± 0.3, 












Figura 34. Índice proliferativo de las CP 
tumorales en pacientes con MM HUTS21+ y 
HUTS21-. Las células se cultivaron 18 horas en 
presencia o ausencia de BrdU. Tras marcar los 
antígenos de superficie (CD38-APC, CD138-PE 
y CD45-PerCP), las células fueron 
permeabilizadas y marcadas con un anticuerpo 
anti-BrdU-FITC. Los datos se expresan como la 
media ± EEM de las CP tumorales BrdU+ en los 
pacientes con MM HUTS21
+







En línea con los resultados mostrados hasta ahora, las CP de MO de pacientes 
con LCP, un proceso caracterizado por la ausencia prácticamente total de la expresión la 
forma activa de CD29, mostró un porcentaje de CP BrdU+ de un 6% ± 3.3 (n=5) (figura 
35). Además, las CP de SP de estos mismos pacientes con LCP mostraron una 












Figura 35. Detección de CP proliferantes en la SP de un paciente con LCP. (a) Imagen de 
CTF de las CP tumorales circulantes (en azul) en un paciente con LCP. Las CP se detectaron como 
células CD138+, y constituían el 50% de la celularidad total analizada. (b) Histograma 
biparamétrico de las células de la ventana dibujada en a). Fracción proliferante: 5.1% de CP 
BrdU+).  
 
Por lo tanto, la pérdida de expresión de la forma activa de la integrina CD29 se 
asocia a una mayor capacidad proliferativa de las CP. 
 
 
13. Expresión de moléculas asociadas a supervivencia y apoptosis 
en células plasmáticas normales y tumorales. 
 
 Los resultados mostrados en el apartado anterior demostrando una menor 
capacidad proliferativa de las CP tumorales en el MGUS y en pacientes con MM 
HUTS21
+
 con respecto a las CP normales, no sólo concuerdan con la conocida 
naturaleza crónica y acumulativa de las gammapatías monoclonales, sino que también 
abren un interrogante interesante en relación a cómo coexisten en equilibrio durante 
largos periodos de tiempo las CP normales y tumorales en el MGUS, así como en la 









dar contestación a estas preguntas, pasamos a estudiar dos de las moléculas que regulan 
la supervivencia y la apoptosis de estas células.  
 
Comenzamos estudiando los niveles de expresión de la proteína anti-apoptótica 
Bcl-2. Tal y como se describe en la tabla XIII, las CP de MO de controles sanos 
expresaron porcentajes de positividad para Bcl-2 inferiores a los detectados en las CP 
tumorales de pacientes con MM, resultados que se reprodujeron de forma muy similar 
en las CP normales y tumorales que coexisten en los pacientes con MGUS. 
 
 Tabla XIII. Expresión de Bcl-2 en CP. 
 % CP Bcl-2+ IMF Bcl-2 (u.a.) 
Individuos sanos  76.8 ± 7.6 1688 ± 107 
MM  93.7 ± 1.6 
NS 
4392 ± 669 
p<0.05 
MGUS: CP normales  80 ± 3.4 2806 ± 200 
MGUS: CP tumorales  93.3 ± 1.5 
NS 
3935 ± 300 
p<0.05 
Plasmocitosis reactivas  30.4 ± 4 p<0.001 (1) 782 ± 41 p<0.001 (1) 
 
Tabla XIII. Expresión e IMF de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 en CP de individuos sanos 
(n=10), pacientes con MM (n=32), MGUS (n=27) y plasmocitosis reactivas (n=6). Las CP fueron 
detectadas según los criterios referidos en las figuras 11 y 12. Las CP  fueron permeabilizadas y 
marcadas con un anticuerpo anti-Bcl-2-FITC, clon 124. (1) Significación estadística con respecto 
a las CP de individuos sanos. 
 
 Estas diferencias en la expresión de Bcl-2 entre CP normales y tumorales fueron 
estadísticamente significativas al comparar las IMF: la tabla XIII muestra con claridad 
que la cantidad de proteína Bcl-2 en las células tumorales fue considerablemente mayor 
que en las CP normales. 
 
 Por otra parte, las CP de las plasmocitosis reactivas expresaron los niveles más 
bajos de esta proteína, tanto en porcentaje de expresión como en IMF, indicando una 
evidente regulación negativa de esta proteína en el proceso que conduce a la expansión 









, se detectaron diferencias significativas entre los dos grupos: aunque los 
porcentajes de positividad para Bcl-2 fueron muy similares (92% ± 4.2 en CP de 
pacientes con MM HUTS21
+
 con respecto al 94.1% ± 1.2 en MM HUTS21
-
) (figura 
36a), las IMF fueron significativamente distintas (4605 ± 600 u.a. vs. 3006 ± 435 u.a., 
respectivamente) (Figura 36b).  
 












Figura 36. Porcentaje de expresión e IMF de Bcl-2 en las CP de pacientes con MM HUTS21+ 
y HUTS21-. Las células contenidas en 50 µl de aspirado de MO de pacientes con MM HUTS21+ 
(n=14) y HUTS21
-
 (n=18) o LCP (n=4), fueron inicialmente marcadas en su superficie con 
cantidades óptimas de anticuerpos anti-CD138-PE, anti-CD45-PerCP y anti-CD38-APC. 
Posteriormente las células fueron permeabilizadas y paralelamente marcadas con anti-Bcl-2-FITC, 
clon 124. Los datos se expresan como la media ± EEM. La significación se estableció con respecto 




En coherencia con estos resultados, las CP de los pacientes con LCP, el más 
claro ejemplo de gammapatía monoclonal HUTS21
-
, extremó la tendencia apuntada en 
los MM HUTS21
-
: el porcentaje de expresión de Bcl-2 se redujo significativamente 
(75.8% ± 4.7) y, de igual forma, la IMF descendió aún más llamativamente (2526 ± 573 
u.a.) (figura 36). 
 
Así como la molécula Bcl-2 promueve la supervivencia de las células, la 
expresión de CD95 se asocia a una mayor tendencia a la apoptosis en diversos tipos 
celulares (174). Como se puede comprobar en la Tabla XIV, la expresión de CD95 




expresaron, en la gran mayoría de los casos, una cantidad de CD95 superior a la de las 
CP tumorales. 
 
 Tabla XIV. Expresión de CD95 en CP normales y 
tumorales. 
 % CP CD95+ IMF CD95 (u.a.) 
Individuos sanos  65.5 ± 6.2 3782 ± 348 
MM  32.4 ± 6.6 
p<0.05 
2317 ± 322 
p<0.01 
MGUS: CP normales  58.8 ± 3.3 3866 ± 362 
MGUS: CP tumorales  32.5 ± 3.5 
p<0.001 
2960 ± 350 
p<0.05 
Plasmocitosis reactivas  90.9 ± 3.4 
p<0.05(†) 
p<0.01(††) 
4217 ± 933 NS 
 
Tabla XIV. Porcentaje de expresión e IMF de la proteína pro-apoptótica CD95 en CP de 
individuos sanos (n=11), pacientes de MM (n=33), MGUS (n=35) y plasmocitosis reactivas (n=5). 
La proteína CD95 se detectó con el anticuerpo anti-CD95-PE, clon DX2. Los datos se expresan 
como la media ± EEM. (†) Significación estadística con respecto a las CP de individuos sanos, 
(††) Significación estadística con respecto a las CP normales de pacientes con MGUS.  
 
Es de resaltar que no se encontraron diferencias reseñables entre los dos grupos 




, ni en porcentaje de células positivas para 
el antígeno ni en IMF (figura 37); al mismo tiempo, aunque los pacientes con LCP 
presentaron un ligero aumento en el porcentaje de CP positivas para la proteína CD95  
(48.9% ± 4, n=4), estas diferencias no fueron estadísticamente significativas, 
mostrando, al mismo tiempo, una IMF para el antígeno idéntica a los dos grupos de 





















Figura 37.  Porcentaje de expresión e IMF de CD95 en pacientes con MM HUTS21+ y 
HUTS21-. Las células contenidas en 50 µl de aspirado de MO de pacientes con MM HUTS21+ 
(n=17) y HUTS21
-
 (n=14), fueron marcadas en su superficie con cantidades óptimas de 
anticuerpos anti-CD138-FITC, anti-CD95-PE clon DX), anti-CD45-PerCP y anti-CD38-APC. Los 
datos se expresan como la media ± EEM. La significación se estableció con respecto a la IMF de 





14. Células preplasmáticas tumorales en el linfoma de cavidades: 
un modelo de déficit de adhesión. 
 
Aunque en la actualidad el linfoma de cavidades no está catalogado como una 
gammapatía monoclonal, el perfil antigénico y en ocasiones la morfología de sus células 
emparenta a este proceso como un tumor de células pre-plasmáticas / plasmáticas (87). 
Nuestro interés radicaba en la peculiar localización de estas células en diferentes 
cavidades corporales (abdominal, pleural) y en los exudados que se generan en ellas 
bajo ciertas condiciones, es decir, en una fase líquida que parece indicar una capacidad 
adhesiva atípica.  
 
Se examinaron dos muestras de pacientes con linfoma de cavidades, una 
procedente de la cavidad abdominal y otra de la cavidad pleural. En ambos casos, las 
células tumorales exhibieron un perfil antigénico compatible con una CP clonal: 
CD38+, CD138+, CD19- y restricción para la cadena ligera de la Ig citoplásmica. Estas 
células no expresaron Ig en su superficie y, contrariamente a lo que es habitual en el 




















Figura 38. Perfil antigénico de las células tumorales en el linfoma de cavidades. Las células 
procedentes del líquido ascítico de la cavidad peritoneal se marcaron a 4ºC con una combinación 
de AcMo donde los anticuerpos anti-CD138, anti-CD38 y anti-CD45 eran siempre añadidos, 
combinándolos con AcMo capaces de reconocer diferentes moléculas de adhesión u otro tipo de 
moléculas útiles para determinar la malignidad de la población. La expresión de cadenas ligeras 
kappa y lambda citoplásmicas se realizó previa permeabilización de las células.   
 
 
Dado la peculiar localización de las células tumorales en los linfomas de 
cavidades, nos dispusimos a estudiar el patrón de expresión de las moléculas de 
adhesión, para así compararlo con el observado en las CP tumorales de MO de las 
gammapatías monoclonales. La tabla XV indica que, en lo que respecta a CD49d/CD29, 
el patrón de expresión fue muy similar al observado en pacientes con MM HUTS21
-
. 
Por el contrario, las células linfomatosas de ambos pacientes sí que diferían en su 
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Tabla XV. Expresión de moléculas de adhesión en las CP tumorales de los dos pacientes 
estudiados con linfoma de cavidades. LA: líquido ascítico; LP: líquido pleural. 
 
De igual forma a lo ya descrito con las CP de MO de los pacientes con MM 
HUTS21
-
, el peso molecular de la cadena CD29 de las CP tumorales en el linfoma de 
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Figura 39. Imagen de inmunoblot comparando los perfiles electroforéticos de CP tumorales de 
pacientes con 1) MM HUTS21-, 2) MM HUTS21+, 3) linfoma de cavidades procedentes del 
líquido ascítico y 4) procedentes del líquido pleural. 1x106 CP purificadas fueron utilizadas en 
cada caso. La posición de los marcadores de peso molecular se muestra a la izquierda. Como 
control de carga se utilizó la proteína GAPDH (37kD). 
 
Tabla XV. Expresión de moléculas de adhesión en las CP del linfoma de 
cavidades 
Porcentaje de células positivas 
Antígenos 
Paciente 1 (LA) Paciente 2 (LP) 
CD29 (MAR4) 98.6% 100% 
CD29 (HUTS21) 3% 3.2% 
CD49d 99.5% 100% 
Integrina β7 8.2% 1.3% 
CD44 20% 66.9% 
CD11a 9% 22.4% 
CD11b 22.5% 12.6% 




GAPDH  40 kD 
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La práctica total ausencia in vivo de la forma activa de la integrina CD29 nos 
indujo a realizar los ensayos de reactivación con Mn
2+
. Tal y como muestra la figura 40, 
las células tumorales del linfoma de cavidades fueron totalmente refractarias al efecto 
inductor del Mn
2+
. De igual manera fueron incapaces de expresar la forma de alta 
afinidad de CD29 cuando se incubaron con plasma alogénico de MO de controles sanos 
o de pacientes con MM HUTS21
+












Figura 40. Efecto del Mn2+ en la activación de CD29 en CP de linfoma de cavidades. CP de 
individuos sanos y del linfoma de cavidades lavadas previamente, se incubaron con cantidades 
crecientes de Mn
2+
. Las células se marcaron entonces con el AcMo CD29-PE, clon HUTS21, para 
comprobar el porcentaje de CP que expresaban CD29 en su forma activa. Se muestra un ejemplo 
representativo de 2 realizados en el caso del linfoma de cavidades. 
 
 
Dada la expresión prácticamente nula de la forma activa de CD29 en estas 
células y su total refractariedad al efecto inductor por los factores solubles (Mn
2+
 y rs 
CD106), quisimos comprobar si la ausencia de adhesión en estas células conllevaba un 
aumento en la tasa de proliferación, como sucede en las CP de los pacientes con MM 
HUTS21
-
. Así, observamos que la fracción proliferante de la población tumoral era de 
un 7.2% en el linfoma de cavidades del líquido ascítico y de un 6.8% en el líquido 
pleural, porcentajes claramente aumentados con respecto a los observados tanto en CP 
normales como en pacientes con otras gammapatías monoclonales, a excepción de los 





En cuanto a la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2, el porcentaje de 
expresión fue muy inferior a lo observado en pacientes con gammapatías monoclonales, 
tanto en MO como en SP: el 23.3% de las células del líquido ascítico y el 27.2% de las 
células del líquido pleural de los dos linfomas de cavidades expresaron esta proteína 
intracelular. La IMF a su vez también estuvo disminuida (1672 u.a. y 1490 u.a.). En lo 
que se refiere a la expresión de CD95, fue muy elevada en ambos pacientes (100% en 



















En un estudio previo, nuestro grupo describió que las CP de MO expresan la 
cadena común de las β1 integrinas, la proteína de membrana CD29, en su forma activa 
o de alta afinidad, tanto en individuos normales como en la mayoría de los pacientes 
con gammapatías monoclonales. Por el contrario, las células linfoides y mieloides 
expresan la forma no activa, constitutiva o de baja afinidad de esta molécula (172). Sin 
embargo, en tal trabajo no se describieron los factores que regulan y mantienen activada 
la integrina en las CP, ni tampoco la posible ausencia de los mismos en aquellos 
pacientes cuyas CP tumorales no expresan CD29 en su forma activada. 
 
Los resultados de este trabajo experimental demuestran que los factores que 
estimulan la expresión de la forma activa de CD29 en la membrana de las CP, 
determinada mediante el estudio de la expresión del epítopo de activación HUTS21, se 
corresponden con factores solubles contenidos en el plasma medular, pues la retirada 
del mismo condujo a la práctica desaparición de dicho epítopo. Y que tales factores se 




) y una forma soluble de CD106 
(VCAM-1). Tal vez esta exquisita regulación sea el motivo por el que no está descrita 
en la literatura la expresión basal de la forma activa de CD29 en las CP de MO, pues la 
práctica totalidad de los estudios funcionales con estas células se han realizado tras la 
ejecución de un gradiente de densidad y/o de un proceso de purificación de estas células 
(175,176), procedimientos que, obviamente, conducen a la eliminación del plasma 
medular. En este sentido, el estudio de la expresión ex vivo de epítopos de activación 
como HUTS21, u otros parecidos, estaría sometido a un estricto control en el manejo de 
las muestras, a la manera en que ya se ha descrito en el estudio de epítopos fosforilados 
en diferentes proteínas, donde resulta imprescindible el manejo de SP o de MO 
completas (sin ningún tipo de manipulación), inmediatamente después de realizada la 
extracción y con un protocolo que incluya la fijación inmediata de la muestra con el fin 
de evitar fosforilaciones o defosforilaciones que alteren los resultados (177). Aunque en 
la detección del epítopo HUTS21 no es necesaria la fijación inmediata de las células, el 
almacenaje de la muestra, la utilización de EDTA (y no de heparina) en el tubo donde se 
extrae el aspirado de médula ósea o, como ya se ha citado, la realización de un 
gradiente, conducen a una drástica reducción de la expresión de la forma activa de la 




Los ensayos en los que se añadía al plasma medular quelantes como el EDTA o 
cationes a las CP de MO previamente deplecionadas de su plasma autólogo, 
demostraron que los cationes divalentes del plasma medular estimulan la expresión de 
la forma activa de la integrina CD29 en las CP. Con gran diferencia, fue el Mn
2+
 el que 
mostró un efecto más potente, mientras que el Mg
2+
 también estimuló la expresión de 
HUTS21 aunque no con la magnitud del Mn
2+
 y necesitando además de cantidades 
mayores para conseguir tal efecto. El Ca
2+
 tuvo un efecto muy limitado y otros cationes 




 no tuvieron efecto reseñable. Estos resultados son 
coherentes con la amplia literatura que describe el papel esencial que los cationes 
muestran en la conformación de las integrinas (51), en especial el Mn
2+
 (49), y en 
concreto en el cambio desde la forma inactiva hasta la forma activa de la integrina 
CD29. Dado que en la gran mayoría de las ocasiones estos estudios se han realizado con 
líneas celulares, a nuestro juicio esta es la primera ocasión en la que se describe 
conjuntamente la expresión y regulación de la forma activa de CD29 en células 
tumorales primarias y la utilización de un líquido biológico como fuente de los factores 
activantes, lo que confiere a nuestros hallazgos una gran relevancia en el campo de la 
fisiopatología humana. Un hallazgo interesante de nuestros experimentos fue la potente 
inducción que el Mn
2+
 ejerce en la activación de la integrina CD29, pues a 
concentraciones que oscilaban generalmente entre 0,05 mM y 0,1 mM, el epítopo 
HUTS21 se expresaba en el 85-100% de las CP. El Mg
2+
, aunque efectivo, requería de 
una concentración 10-20 superior, cercana casi siempre a 1 mM, sin conseguir en 
ningún caso la expresión del epítopo en la totalidad de la población. Una primera 




 para activar 
CD29 podría plantear dudas respecto a la relevancia fisiológica del Mn
2+
, pues las 
concentraciones de ambos cationes en el plasma medular son, según un estudio reciente, 
de 0,069 µM (con un rango de 0,016 µM a 0,224 µM) y de 960 µM (rango: 580-1392 
µM), respectivamente (49). Es decir, las cantidades de Mn
2+
 efectivas in vitro son, por 
término medio, 1000 veces superiores a las detectadas in vivo. Por el contrario, la 
cantidad de Mg
2+
 necesaria en los ensayos para llegar al máximo de activación se ajusta 
perfectamente a la concentración de este catión en el plasma de MO. Sin embargo, los 
experimentos realizados con rsCD106 como inductor de la activación de la integrina en 
las CP de MO rebaja la necesidad de Mn
2+
 a 0.005 mM, una cantidad que sí se ajusta a 
la concentración que alcanza este catión en el microambiente medular. Además, es 









 son secuestrados en el hueso (178),  de manera que en el proceso fisiológico de 
resaborción ósea que se produce a menudo en estos pacientes es muy posible que, 
además de Ca
2+
, se movilice Mn
2+
 en cantidades significativas. De hecho, se considera 
que la concentración de Mn
2+
 en la proximidad del osteoclasto se aproxima a 50 µM 
(179), es decir, una concentración próxima o muy similar a la de los ensayos in vitro 
que utilizan aisladamente el Mn
2+ 
como único agente activante, concediendo al Mn
2+
 un 
posible papel relevante in vivo incluso en ausencia de rsCD106. Además, no es en 
absoluto descartable la cooperación entre ambos cationes, de manera que cantidades 
casi vestigiales de Mn
2+




Como se acaba de citar en esta discusión, el otro factor contenido en el plasma 
de MO capaz de activar la integrina CD49d/CD29 fue uno de los dos ligandos 
esenciales de esta integrina, la molécula CD106 (en concreto una forma soluble de la 
misma). La molécula CD106 es una molécula de adhesión bien representada en MO, 
pues son varios los tipos celulares que la expresan (58). Además, la presencia de una 
forma soluble de CD106, posiblemente procedente de la proteolisis del CD106 de 
membrana, es un hallazgo común en diferentes líquidos biológicos (180). De hecho, la 
cantidad de CD106 soluble recombinante necesario en nuestros ensayos para activar 
CD29 se ajusta a las concentraciones de sCD106 contenido en dichos fluidos. Estos 
datos reafirman la relevancia fisiopatológica de CD106 como regulador de la activación 
de la integrina CD29 en CP normales y malignas de MO. De hecho, es bien sabido por 
diversos estudios experimentales que la activación de muy diferentes integrinas es 
dependiente de sus ligandos (181). Es necesario resaltar igualmente que el efecto in 
vitro  mediado por la molécula recombinante soluble de CD106 requirió de la presencia 
en el medio de ensayo de cationes, abundando en lo descrito en la literatura científica: la 
evidencia del acoplamiento de la unión del ligando y de los cationes divalentes a la 
integrina CD49d/CD29 (182). Contrariamente al efecto inductor de CD106, el otro 
ligando de la molécula CD49d/CD29, la FN, una proteína de la matriz extracelular de la 
MO y de otros territorios, no activó significativamente a esta integrina. El hecho de que 
el dominio de la integrina que reconoce FN sea distinto al que reconoce CD106 (63) 
puede ser uno de los motivos, pues aunque el epítopo HUTS21 es expuesto tanto tras la 
unión a CD106 como tras la unión a FN en otros tipos celulares, es posible que la 
distinta afinidad con la que se reconocen ambos ligandos pueda explicar su efecto 
diferencial en la expresión de la forma activa de CD29 en las  CP. 
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Otros factores descritos en la bibliografía como activantes de la molécula 
CD49d/CD29 en las células de MM, estimulando la adhesión a FN, tales como el SDF-
1α (183,184), no tuvieron efecto en nuestro sistema. Tampoco lo tuvieron factores como 
el IGF-I (185) o el HGF (186) (datos no mostrados).  Es cierto que en estos trabajos el 
efecto no se determinaba estudiando la expresión del epítopo HUTS21, sino, como se ha 
citado, comprobando mediante un estudio funcional el aumento de adhesión a FN. Sin 
embargo, no parece ser esta la razón de la discrepancia puesto que, como hemos 
comprobado, la correlación entre una clara expresión del epítopo y una clara adhesión a 
FN es más que evidente. Una vez más, la explicación podría residir en que los trabajos 
antes citados son realizados sobre todo con líneas celulares de MM. De hecho, aunque 
el SDF-1α ha demostrado activar la integrina CD49d/CD29 no solo en células de MM 
sino también en otros tipos celulares (187, 188), datos más recientes indican que tal 
efecto es muy pobre cuando se utilizan células primarias de MM (189). Por otro lado, el 
efecto de SDF-1α y de otros factores solubles en la adhesión a FN mediada por 
CD49d/CD29 suelen ser muy rápidos y poco persistentes, y los ensayos referidos en 
estos trabajos así lo indican. Por el contrario, parece evidente que la expresión de CD29 
activado es permanente y esencial para la retención de las CP, normales o tumorales, en 
la MO, por lo que parece más apropiado que un factor como el Mn
2+
 sea capaz de 
mantener activada la integrina de manera persistente. En este sentido, un reciente 
trabajo ha demostrado que el Mn
2+
 regula la adhesión de las células de MM a FN de 
forma diferente que las citoquinas SDF-1α, HGF e IGF-1 (49). Y, aún con más 
precisión, utilizando para ello la línea celular U937 (190), se ha demostrado que, en 
ausencia de ligando, la activación de la integrina por SDF-1α no expone el epítopo 
HUTS21 en la membrana de estas células. Por el contrario, sin previa activación, la 
mera ocupación por el ligando del dominio de la integrina habilitado para tal fin fue 
suficiente para inducir la expresión de este epítopo. Por lo tanto, tanto nuestros 
resultados como los mencionados en la literatura científica apoyan la existencia de 
múltiples estados conformacionales de la integrina regulados independientemente por la 
unión externa de cationes y/o ligandos (vía outside-in) o por vías de señalización 
intracelulares (vía inside-out). La contribución de una y otra en la retención de las CP 
(normales o tumorales) al microambiente medular es difícil de cuantificar. Muy 
probablemente ambas son complementarias, aunque la permanente expresión in vivo del 
epítopo HUTS21 en la membrana de las CP y el rápido pero poco duradero efecto que 
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tradicionalmente se asocia a las quimioquinas (191), parecen conceder un papel más 
relevante al mecanismo regulatorio descrito en este trabajo. 
 
Un hallazgo muy interesante de nuestro trabajo es la detección de un grupo 
minoritario de pacientes con MM cuyas CP expresan niveles disminuidos o 
prácticamente inexistentes de la integrina activada (pacientes HUTS21
-
). Esta 
desaparición parcial o total de HUTS21 en la membrana de las CP no fue debida a la 
ausencia de factores estimulantes en el plasma medular de este grupo de enfermos, pues 
este mismo plasma estimulaba la reexpresión del epítopo en el grupo de pacientes 
HUTS21
+
. Por lo tanto y al contrario de lo descrito en otros tipos celulares donde 





, inducen un fenotipo tumoral en las células que se asientan en él, tal como 
sucede con el jugo pancreático y las células pancreáticas (192), las células mielomatosas 
experimentan este cambio fenotípico por un mecanismo independiente de los niveles de 
cationes en su microambiente. De hecho, nuestros resultados experimentales indican 
que la perdida in vivo del epítopo HUTS21 correlacionaba con una falta de respuesta in 
vitro de las CP HUTS21
-
, tanto tras la adición exógena de plasma alogénico procedente 
de MO normales o procedentes de pacientes HUTS21
+
, como tras la adición de Mn
2+
 
y/o sCD106. La imposibilidad de activar CD29 en estos pacientes no fue debida a 
cambios estructurales detectables en los ensayos de western-blot, pues estos indicaban 




 expresaban especies indistinguibles 
de CD29, con pesos moleculares aparentemente idénticos, tanto de la forma madura 
como de la forma precursora. Estos datos sugieren que no hay alteraciones post-
transduccionales en la cadena CD29 de los pacientes HUTS21
-
 con respecto a los 
pacientes HUTS21
+
, pues el grado de glicosilación de una y otra especie parece idéntico 
en ambos grupos. Este hallazgo es fundamental dada la importancia que la glicosilación 
tiene en la función biológica de la molécula CD29 (193), así como en el transporte de 
CD29 desde el aparato de Golgi a la membrana citoplásmica (61). De hecho, las 
alteraciones en la glicosilación de CD29 ha sido descrita como un factor esencial en la 
progresión de diferentes tumores (194). Como se ha descrito en nuestros resultados, casi 
todos los pacientes HUTS21
-
 expresaron en sus CP una cantidad disminuida de CD29 
total (CD29 independiente del grado de activación) con respecto a las CP de los 
pacientes HUTS21
+
 o de individuos sanos. Tal disminución era prácticamente idéntica 
independientemente del AcMo anti-CD29 utilizado, de manera que los clones 4B4 (que 
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reconoce un epítopo entre los aminoácidos 207-218), K20 (que reconoce un epítopo 
situado entre los residuos 426-487), JB1A (entre los residuos 82-87) o los clones MAR4 
y P5D2 (que reconocen otros epítopos en la parte extracelular de CD29), dieron 
porcentajes de disminución muy similares en la señal emitida en el citómetro con 
respecto a la CP “estándar” (presente en pacientes HUTS21
+
 y en individuos sanos), 
dato que sugiere fuertemente que en los pacientes HUTS21
-
 se sintetiza una menor 
cantidad de proteína CD29, probablemente por una regulación transcripcional diferente 
a la que se ejerce en las CP HUTS21
+
. Aunque en otros tipos celulares, tales como los 
queratinocitos, se han descrito los mecanismos que regulan la expresión de CD29 en las 
diferentes etapas madurativas de estas células, incluida la transcripción génica (195), 
nada ha sido descrito en lo que respecta a los factores que regulan la expresión de CD29 
en la serie linfoide B, incluyendo las CP. Obviamente, no puede descartarse que los 
pacientes HUTS21
-
 tengan mutaciones puntuales en CD29 que alteren mínimamente la 
secuencia aminoacídica de la molécula entre los residuos 355-425 que impidan su 
reconocimiento por el AcMo HUTS21 (196) y su activación mediada por sCD106 y 
cationes (o por el plasma medular). De hecho, tales mutaciones han sido descritas 
previamente en algunos tumores sólidos en humanos (197). En estos carcinomas de 
células escamosas, la mutación descrita es activante, lo que confiere a la molécula 
CD29 una capacidad constante para unir con gran afinidad sus ligandos. Aunque se han 
generado in vitro tanto mutaciones activantes como inactivantes de CD29 (198), hasta el 
momento no se han descrito mutaciones en tumores humanos de origen hematopoyético 
que afecten la capacidad de CD29 para activarse en presencia de cationes. De hecho, los 
pacientes con deficiencia de adhesión leucocitaria, en sus variantes II y III, muestran 
bien un defecto en la capacidad de CD29 para activarse, bien una incapacidad para 
formar “clusters” en la membrana para así incrementar la avidez por los ligandos (199), 
que no están mediados, en ningún caso, por mutaciones en el gen de CD29. Hasta ahora, 
además, el único polimorfismo descrito que afecta a la porción codificante del gen 
CD29, detectado en algún paciente con esta deficiencia de adhesión, traduce una 
proteína por completo funcional (200). En este sentido y hasta el momento, parece 
evidente que la frecuencia con que muta el gen CD29 es claramente inferior al descrito 
para el gen CD18. Y, de igual manera, los escasos polimorfismos descritos no parecen 
contribuir a la expresión mayor o menor de esta proteína en la membrana, tal y como se 
ha descrito en integrinas tales como CD61 (cadena común β3) (201) o CD49b (cadena 
α2) (202). Por lo tanto, la ausencia de mutaciones o polimorfismos en la práctica 
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totalidad de los modelos patológicos y/o tumorales estudiados hasta el momento indica 
probablemente que las alteraciones en este gen no contribuyen a variantes fenotípicas o 
de densidad de la proteína CD29. 
 
A tenor de nuestros resultados y a nuestro juicio, la falta de respuesta a los 
factores reguladores podría ser explicada por la posible relación existente entre la 
densidad de la integrina, es decir, el número de moléculas de CD29 en la membrana, y 
su capacidad de activación, de manera que un descenso en el número de copias de la 
integrina en las CP de los pacientes HUTS21
-
 dificultaría el cambio conformacional en 
la molécula CD29 desde su estado inactivo hasta su estado de alta afinidad. De hecho, 
Constantin et al. demuestran que, en el caso de las integrinas, prevalece un aumento de 
afinidad o de avidez dependiendo en cierta medida de los niveles de expresión de la 
integrina en la célula y también de la densidad del ligando (203). Quizá este sea el 
motivo por el que las series linfoide, monocitoide y mieloide de la MO, con un número 
de copias de CD29 en sus membranas manifiestamente inferior al de las CP, no 
expresen in vivo esta integrina en su forma activa y que, a su vez, requieran para su 




 claramente superiores. Aunque es 
cierto que estas poblaciones de MO con una densidad de CD29 equivalente a la 
mostrada por las HUTS21
-
 son capaces de activar la integrina a concentraciones que sin 
embargo son insuficientes en las células malignas de este grupo de pacientes, es 
probable que entonces opere el mecanismo, ya descrito, por el cual la activación de las 
integrinas puede ser muy distinta dependiendo del tipo celular del que se trate (204). 
 
Otro hallazgo muy interesante de nuestros resultados fue que un porcentaje 
significativo de pacientes con CP HUTS21
-
 y, por lo tanto, con una cantidad de CD29 
total disminuido, expresaron la cadena CD49d (la cadena α4 unida prácticamente en 
exclusiva a la cadena CD29 en las CP de MO) en cantidades elevadas y muy similares a 
las de las CP de los pacientes HUTS21
+
. En este grupo de pacientes, las CP HUTS21
-
 
expresaron la cadena β7 en niveles muy superiores a los habituales. Dado que CD49d 
(la cadena α4) puede unirse bien a CD29 o a β7 (205), no es arriesgado suponer que, en 
ciertos casos, un mecanismo compensatorio parece dotar a las CP con CD29 disminuido 
de una mayor cantidad de β7 en sus membranas. Un mecanismo compensatorio en 
apariencia similar se ha descrito recientemente en células T CD4+, donde la unión de β1 
domina sobre β7 en lo que se refiere a la unión a la cadena α4 (206), de forma que solo 
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bajo ciertas condiciones la cadena β7 se convierte en mayoritaria. En cualquier caso, el 
aumento en la expresión de β7 y de CD49d en este subgrupo de pacientes HUTS21
-
 no 
modificó el comportamiento de estas células ni en lo que se refiere a una adhesión muy 
disminuida a FN ni tampoco en lo que se refiere a la presencia de CP circulantes, un 
hallazgo esperable teniendo en cuenta que la unión a los ligandos de CD49d/CD29 y de 
CD49d/β7 se encuentra regulada por factores solubles muy distintos. De hecho, la unión 
de CD49d/β7 a su ligando MAdCAM-1 se encuentra regulada por quimioquinas 
escasamente representadas en el microambiente medular (207). 
 




 también pudo realizarse en el 
MGUS, la fase premaligna de las gammapatías monoclonales y un modelo inmejorable 
para el estudio paralelo de CP clonales y de las CP normales con las que coexisten. En 
nuestro caso, una forma excelente de demostrar que el mismo microambiente medular 
es capaz de mantener niveles de CD29 activado completamente normales en las CP 
policlonales mientras que es incapaz de hacerlo con las CP clonales en 1/3 de los 
pacientes con MGUS (MGUS HUTS21
-
). Además, este resultado reafirma la idea de 
que la gran mayoría de las alteraciones genéticas, bioquímicas e inmunológicas de las 
CP ya se encuentran en las CP tumorales del MGUS (59,104). En todo caso, cabría 
preguntarse si la ausencia de la integrina activada en este grupo de pacientes con MGUS 
puede relacionarse o no con una progresión más rápida a MM. En otras palabras, si la 
no expresión dela forma activa de CD29 en las CP clonales en pacientes con MGUS 
puede considerarse un factor de mal pronóstico. Los motivos por los que de momento 
no es posible responder a esta pregunta son los mismos por los que aún no podemos 
conocer si los MM HUTS21
-
 tienen peor pronóstico que los MM HUTS21
+
: se necesita 
un tiempo de seguimiento mayor y, posiblemente, de un mayor número de casos. 
 
Algunos de los resultados de nuestro trabajo, sin embargo abonan la idea, 
siquiera de forma indirecta, de que la ausencia de la forma activa de CD29 en la 
membrana de las CP tumorales pueda estar relacionada con una peor evolución de la 
enfermedad. Sin duda, entre ellos destaca aquel que indica no solo un mayor porcentaje 
de CP circulantes en los pacientes con MM HUTS21
-
 con respecto a los pacientes 
HUTS21
+
, sino también que en todos los pacientes con MM HUTS21
-
 se detectaron 
estas células, mientras que solo fueron detectables en una fracción de pacientes 
HUTS21
+
. La salida favorecida a la SP parece una consecuencia lógica habida cuenta de 
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la menor o inexistente adhesión a la FN de las CP HUTS21
-
 en nuestros ensayos de 
adhesión in vitro, en especial en los casos de enfermos con LCP. Como bien se sabe, la 
detección de CP circulantes en gammapatías monoclonales es un hallazgo bien sabido y 
relativamente común cuando se utiliza la citometría de flujo para tal fin (208) y, 
recientemente, se ha demostrado que a mayor número de CP circulantes, menor 
supervivencia de los pacientes con esta enfermedad (209). Dada la clara correlación 
existente entre la perdida de la integrina activa en la membrana de las CP y la salida a 
SP, parece probable que la ausencia de CD29 activado sea un factor de mal pronóstico 
en esta enfermedad. 
 
Por otro lado, es bien conocida la influencia que las integrinas tienen no solo en 
la adhesión a diferentes sustratos, sino también en la proliferación y apoptosis celulares 
(210). Con respecto a no pocos procesos tumorales, el MM es un tumor muy poco 
proliferante, incluso en etapas avanzadas de la enfermedad (211). En la regulación de la 
proliferación de las CP malignas parecen intervenir proteínas tales como ciclinas (212) 
o proteín-quinasas (213), aunque estudios más recientes sugieren un perfil mucho más 
complejo (214). A nuestro entender, aún no se ha establecido una correlación entre la 
expresión de moléculas de adhesión y la capacidad proliferativa de las células en el 
MM. En este sentido, resulta de gran interés que las CP malignas HUTS21
-
 mostraran 
un índice proliferativo significativamente mayor que las CP HUTS21
+
. Es probable que 
en las CP malignas pueda operar un mecanismo de control de la proliferación 
dependiente de adhesión a sustrato similar al descrito en otros modelos (215), de 
manera que la deadhesión conduzca a un aumento de la fracción celular proliferante. 
Además, y también de forma indirecta como en el caso de las CP circulantes, estos 
hallazgos sugieren que la perdida de la forma activa de la integrina es un dato de posible 
mal pronóstico, pues es bien sabido que el aumento del índice proliferativo se encuentra 
asociado a la progresión de la enfermedad (216). 
 
Imbricado con el incremento de la proliferación celular, es bien sabido que la 
pérdida del anclaje de células normales o tumorales a su microambiente puede inducir la 
apoptosis de las mismas (217). Frish & Francis denominaron anoikis a esta modalidad 
de muerte celular programada que resulta de la perdida completa de unión al sustrato de 
la matriz extracelular (218). En un primer término, nuestros resultados demuestran que 
las CP malignas, tanto de MGUS como de MM, mostraron niveles de expresión de la 
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proteína anti-apoptotica Bcl-2 superiores a los observados en CP normales. Este 
hallazgo ha sido ya previamente observado en trabajos previos (219, 220). Sin embargo, 
nuestros resultados demuestran que las CP HUTS21
-
, caracterizadas por la pérdida total 
o parcial de unión a FN, expresaron niveles de Bcl-2 significativamente disminuidos 
con respecto a las CP malignas HUTS21
+
. Como es bien sabido, Bcl-2 no solo es una 
proteína relacionada con la supervivencia de las células (167), sino que también influye 
de forma importante en el ciclo celular (221). Por lo tanto, de nuevo el déficit de 
activación de la integrina se asocia a características esenciales de la biología de la CP 
maligna, en este caso por su asociación con la mayor o menor expresión de Bcl-2. Otra 
proteína, en este caso la molécula pro-apóptotica CD95, manifestó expresiones 
diferenciales en CP normales y malignas, siendo inferior en estas con respecto a las 
primeras. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresión de 
CD95 entre los dos grupos de pacientes, quizá reafirmando el papel secundario que esta 
proteína tiene en la apoptosis de las CP en MM, salvo excepciones (165), quizá 
subsidiario de TRAIL, probablemente la proteína más claramente relacionada con la 
muerte celular en CP malignas (162). 
 
Otros dos modelos patológicos de acumulación de CP se han estudiado en esta 
tesis. El primero de ellos, las plasmocitosis reactivas, ha sido también evaluado en 
muestras de MO, en este caso de pacientes con diferentes patologías no tumorales 
(infecciones crónicas, enfermedades autoinmunes, etc) (222). El comportamiento de las 
CP policlonales imitó en cierta medida al mostrado por las CP de pacientes HUTS21
-
, 
pues mostraron un mayor índice proliferativo que las CP de MO sin plasmocitosis, así 
como un descenso en la expresión de Bcl-2, un hallazgo ya publicado en algunos 
trabajos (219), y, por lo general, un aumento en la expresión de CD95. De esta manera, 
el aumento de la fracción celular en división se vería contrarrestada por un descenso en 
la viabilidad de las CP, para así mantener a la población en equilibrio en un proceso 
que, en cualquier caso, es policlonal. De nuevo, lo más sobresaliente fue nuestro 
hallazgo de que las CP en las plasmocitosis reactivas muestran un moderado descenso 
en la expresión de la forma activa de CD29. Sin embargo, estas células tuvieron una 
respuesta in vitro por completo normal a los factores estimulantes, de manera que 
reexpresaron la forma activa de la integrina tras la adición de cationes o rsCD106, lo 
que marcaba ya una primera diferencia significativa con respecto a las CP malignas 
HUTS21
-
. Es muy posible, además, que este descenso en la expresión de la forma activa 
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de la integrina sea responsable, al menos en parte, de la frecuente aparición de CP en la 
sangre periférica de algunos pacientes con plasmocitosis y enfermedades autoinmunes 
(223). Estos resultados parecen indicar que, en procesos reactivos, la expansión 
transitoria de CP en MO está mediada por mecanismos que imitan en cierta medida lo 
visto en la última y más agresiva fase del MM, la LCP, salvo, como cabía esperar, por la 
reversibilidad de estas alteraciones en las plasmocitosis, en contraposición a su 
naturaleza permanente en el caso de las células tumorales de la LCP.  
 
El segundo modelo se corresponde con otro proceso tumoral en el que las células 
malignas se sitúan en territorios distintos a la MO: el linfoma de cavidades. Esta 
enfermedad se caracteriza por la presencia en distintas cavidades del organismo 
(cavidad pleural y abdominal, en la mayoría de las ocasiones) de células con 
características fenotípicas y, en menor medida, de rasgos citológicos compatibles con 
células plasmáticas malignas (87). El modelo es muy interesante en lo que se refiere a la 
adhesión celular, pues las células crecen en un medio líquido sin que, aparentemente, 
infiltren los tejidos adyacentes (79). Esta propiedad fue compatible con el hallazgo de 
que las células fueran negativas en su totalidad para el epítopo HUTS21. Más 
importante aún, fueron por completo refractarias a la inducción del epítopo con los 
factores estimulantes utilizados. Y al igual que en las CP malignas HUTS21
-
 de MO, en 
las células malignas del linfoma de cavidades el peso molecular de la forma madura y 
precursora de CD29 y la contribución relativa de cada isoforma al CD29 total no difería 
del observado en CP normales de MO o en las CP malignas de pacientes HUTS21
+
, 
descartando la posibilidad de un patrón de glicosilación significativamente distinto. 
Muy posiblemente el nivel disminuido de CD29 en membrana sea de nuevo la razón 
que explique la refractariedad en la respuesta a cationes divalentes. Por otro lado, en 
estas células se reprodujo el modelo descrito para toda aquella CP no capaz de activar la 
integrina CD29: las células mostraron características de células proliferantes y con 
mayor susceptibilidad a la apoptosis. Las similitudes con las CP malignas de los 
pacientes con LCP son muy evidentes: incapacidad de adhesión y permanencia en un 







En resumen, nuestro trabajo pone de manifiesto que las CP de MO, tanto 
normales como malignas en la mayoría de los pacientes con gammapatías 
monoclonales,  expresan la forma activa de la integrina CD29, regulada por los cationes 
de Mn
2+
 y el CD106 soluble contenidos en el plasma medular. La perdida irreversible 
de la expresión de la forma de alta afinidad de CD29, además, se asoció, por un lado, a 
factores de mal pronóstico en el caso del MM y, por otro, a patologías con un alto grado 














Las conclusiones obtenidas en este trabajo de investigación son las siguientes: 
 
1. Un porcentaje elevado de las CP normales de MO de individuos sanos y de las CP 
malignas de MO de una mayoría de pacientes con MM expresan la integrina CD29  
en su forma activa.  
 
2. Los pacientes con MM pueden clasificarse en dos grupos atendiendo a la expresión 
diferencial de las formas activa y constitutiva de la integrina CD29: los enfermos 
HUTS21
+
 exhiben una expresión normal de las dos formas de la integrina, mientras 
que los enfermos HUTS21
-
 presentan unos niveles de la integrina activada 
significativamente disminuidos, con una disminución concomitante en la densidad 
de expresión de CD29 constitutivo. Esta división es aplicable a las CP tumorales de 
pacientes con MGUS. 
 
3. Un grupo de pacientes con CP HUTS21
-
 y pérdida cuantitativa de CD29 expresaron 
altos niveles de la integrina β7.  
 
4. La regulación de la forma activa de CD29 es llevada a cabo por dos factores 
contenidos en el plasma medular: los cationes divalentes y la forma soluble de 
CD106. El Mn
2+
 fue el catión con mayor capacidad activante por sí solo. Además, 
ambos factores cooperan para activar CD29. 
 
5. La pérdida total o parcial de la expresión in vivo de la forma activa de CD29 se 
correlacionó con la imposibilidad in vitro de estimular CD29 con los cationes de 
Mn
2+
 y CD106 soluble.   
 
6. La disminución de la expresión de la forma activa de CD29 se correlacionó con una 
capacidad disminuida de las CP para unirse a FN. 
 
7. Las CP de las plasmocitosis reactivas muestran una disminución notable de la forma 
activa de la integrina, aunque respondieron a la activación in vitro de la misma, 
reafirmando la naturaleza transitoria de este proceso. 
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8. La perdida in vivo de CD29 activado en las CP tumorales de MO en pacientes con 
MM HUTS21
-
 no es debida a cambios estructurales de la integrina ni a la ausencia o 
disminución de Mn
2+
 o CD106 en el plasma medular. 
 
9. La perdida de CD29 activado en la membrana de las CP se correlacionó con una 
salida favorecida de CP tumorales a la sangre periférica. 
 
10. Se puede establecer una asociación entre la pérdida en la expresión de la forma 
activa de CD29 y una mayor capacidad proliferativa de las CP, así como con 
cambios en la expresión de moléculas implicadas en la supervivencia de las células. 
 
11. Las CP de los linfomas de cavidades muestran alteraciones idénticas a las 
observadas en las CP de la LCP, un hallazgo que puede explicar el crecimiento de 
estas células en un medio líquido debido a su incapacidad para adherirse a los 
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